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RESUMO 

 

 

RODRIGUES, Gizella da Cunha. Estudo de polimorfismos nos genes que codificam a 

aldosterona sintase e o angiotensinogênio e relações de ancestralidade de pacientes com 

insuficiência cardíaca de etiologia isquêmica e não isquêmica. 2020. 87f. Dissertação 

(Mestrado em Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020. 

 

A Insuficiência cardíaca (IC) é uma síndrome clínica e multifatorial caracterizada pela 

incapacidade do coração em bombear o sangue, fazendo-o somente sob elevadas pressões de 

enchimento e comprometendo as necessidades metabólicas tissulares do organismo. Apesar 

dos avanços terapêuticos, a IC continua sendo uma das principais causas de mortalidade, 

internação hospitalar e limitação funcional no país e no mundo. O sistema renina-

angiotensina-aldosterona representa um possível alvo para a melhor compreensão dos 

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da insuficiência cardíaca (IC), bem como em sua 

multiplicidade de manifestações fenotípicas. O presente estudo teve como principal objetivo 

investigar a distribuição das frequências alélicas e genotípicas de polimorfismos  relacionados 

com a produção de aldosterona (gene CYP11B2) - rs3802228 A>G, rs3097 C>T - e 

angiotensinogênio (gene AGT) -  rs699 A>G e rs3789678 C>T - em uma coorte de pacientes 

com IC e indivíduos sem o histórico da doença e investigar sua associação com a presença de 

IC. A ancestralidade genômica dos indivíduos incluídos no estudo também foi determinada 

para excluir associações espúrias. O estudo incluiu 247 indivíduos de ambos os sexos 

atendidos no ambulatório de IC, dos quais 117 IC isquêmica (IC-I) e 130 não isquêmica (IC-

NI). Além disso, 122 amostras provenientes de voluntários saudáveis foram genotipadas. As 

amostras de DNA foram extraídas pela técnica de salting-out e genotipadas pelos sistemas 

PCR e SnapShot Multipex. A média de idade dos pacientes foi de 64,8 ± 13,8 anos e a dos 

indivíduos saudáveis de 39,9 ± 11,6. O alelo T do polimorfismo rs3097 demonstrou 

associação significativa com IC isquêmica e não isquêmica em indivíduos de ancestralidade 

europeia (I-HF = 0,02, NI-HF = 4x10
-4

) e com IC isquêmica em indivíduos miscigenados (p = 

8x10
-4

). Este trabalho contribuiu para a caracterização dos polimorfismos rs3097, rs3802228, 

rs699 e rs3789678 na população brasileira, mais especificamente do Rio de Janeiro, e para a 

associação destes polimorfismos com a IC, contando com o auxílio de ferramentas 

moleculares de ancestralidade para a eliminação de associações espúrias. Os resultados 

evidenciaram associações sugestivas do polimorfismo rs3097 C>T, presente no gene da 

aldosterona sintase, com o quadro de IC, seja isquêmica ou não isquêmica. 

 

Palavras-chave: Insuficiência cardíaca.  Aldosterona. Sistema-renina-angiotensina-

aldosterona. Aldosterona sintase. Angiotensinogênio. Polimorfismos 

genéticos. Ancestralidade genômica. 

 



 

ABSTRACT 

 

 

RODRIGUES, Gizella da Cunha. Study of polymorphisms in aldosterone synthase and 

angiotensinogen genes and ancestral relationships of patients with ischaemic and non-

ischaemic heart failure. 2020. 87f. Dissertação (Mestrado em Biociências) – Instituto de 

Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2020. 

 

Heart failure (HF) is a clinical and multifactorial syndrome characterized by the 

inability of the heart to pump blood and meet metabolic tissue needs. Despite therapeutic 

advances, HF remains one of the main causes of mortality, hospitalization and functional 

limitations in the country and in the world. The renin-angiotensin-aldosterone system is a 

possible target for better understanding the mechanisms involved in HF development and its 

multiple clinical outcomes. The present study aimed to investigate the distribution of allelic 

and genotypic frequencies of polymorphisms related to aldosterone (CYP11B2 gene) - 

rs3802228 A>G, rs3097 C>T - and angiotensinogen (AGT gene) production - rs699 A>G e 

rs3789678 C>T- in a cohort of patients with HF and individuals without the history of the 

disease and investigate its association with the presence of HF. Genomic Ancestry were also 

determined to exclude spurious associations. The study included 247 individuals of both sexes 

attended at the HF outpatient clinic, of which 117 with ischemic HF (I-HF) and 130 with non-

ischemic HF (NI-HF). In addition, 122 samples from healthy volunteers were genotyped. 

DNA samples were extracted by salting-out technique and genotyped by PCR and SnapShot 

Multipex systems. The mean age of patients was 64,8 ± 13,8 years and healthy subjects 39.9 ± 

11.6. The T allele of the rs3097 polymorphism demonstrated a significant association with 

both ischaemic and non-ischaemic HF in individuals of European (I-HF=0.02, NI-HF=4x10
-4

) 

and with ischaemic HF in individuals of admixed (p=8x10
-4) ancestry. This work contributed 

to the characterization of the rs3097, rs3802228, rs699 and rs3789678 polymorphisms in the 

Brazilian population, more specifically in Rio de Janeiro, and to the association of these 

polymorphisms with HF, with the help of ancestral molecular tools to eliminate associations 

spurious. The results showed suggestive associations of the rs3097 C>T polymorphism, 

present in the aldosterone synthase gene, with both ischaemic and non-ischaemic HF. 

 

Keywords:  Heart failure. Aldosterone. Renin-angiotensin-aldosterone-system. Aldosterone 

synthase. Angiotensinogen. Genetic polymorphisms. Genomic ancestry. 
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INTRODUÇÃO 

 

 

A Insuficiência cardíaca 

 

 

A insuficiência cardíaca (IC) é uma síndrome clínica e multifatorial caracterizada 

pela incapacidade do coração em bombear o sangue, fazendo-o somente sob elevadas 

pressões de enchimento e de forma a comprometer as necessidades metabólicas tissulares. 

Tal síndrome é o resultado de alterações cardíacas estruturais ou funcionais que culminam 

na redução do débito cardíaco e/ou em elevadas pressões de enchimento (MANN et al., 

2014)  

Apesar dos avanços terapêuticos, a IC continua sendo uma das principais causas de 

mortalidade, internação hospitalar e limitação funcional no país e no mundo. No ano de 

2012 houve cerca de 240 mil hospitalizações com diagnóstico de IC no Brasil (BRASIL, 

2014). Com base nisso, pode-se inferir que a detecção precoce de indivíduos de alto risco e a 

prevenção são fundamentais para diminuir estes números. 

Além disso, a IC é consideravelmente prevalente e promovedora de notável redução 

tanto da qualidade como da expectativa de vida de seus portadores. O estudo Brazilian 

Registry of Acute Heart Failure (BREATHE) identificou uma mortalidade intra-hospitalar 

de 12,6%. Além disso, a IC é responsável por um custo apreciável em relação ao seu 

cuidado. Esse custo geralmente está associado com o número de hospitalizações, o qual 

independe do fenótipo de apresentação do paciente (ALBUQUERQUE et al., 2015).  

O número absoluto de casos de IC tem aumentado ao longo dos anos. Isso se deve 

por uma série de fatores, dentre os quais estão o envelhecimento da população, a melhor 

sobrevida após o infarto do miocárdio e às atuais estratégias de tratamento da IC (LOPEZ-

SENDÓN; MONTORO, 2015). Os portadores desta condição podem apresentar um 

agravamento súbito dos seus sintomas, o que, por sua vez, dependendo da frequência com 

que ocorra, promove uma progressiva deterioração da função cardíaca e da qualidade de 

vida (GHEORGHIADE et al., 2005). O Quadro 1 ilustra alguns aspectos epidemiológicos 

importantes relacionados com o impacto dessa condição na atualidade. 

A IC surge quase que universalmente através de condições cardiovasculares pré-

estabelecidas, como aterosclerose, cardiomiopatia, miocardite, malformações congênitas ou 

doença valvular. No entanto, o conhecimento do motivo pelo qual alguns pacientes com 
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essas condições apresentam alto risco de insuficiência cardíaca ainda não está 

completamente elucidado. Por conta disso, o estudo genético de polimorfismos de 

nucleotídeo único que podem aumentar os riscos de desenvolvimento da doença oferece uma 

alternativa bastante promissora para desvendar os mecanismos de desenvolvimento da IC 

(MORITA; SEIDMAN, J.; SEIDMAN, E. C. 2005). 

 

Quadro 1 - Panorama da insuficiência cardíaca (IC) no Brasil e no mundo 
 

1 em cada 5 adultos com idade > 40 anos terá IC 

1 em cada 5 pacientes com IC morrerá dentro de 1 ano 

3 dos maiores fatores de risco para IC vêm aumentando - idade, obesidade e diabetes 

IC é a principal causa de internação no Brasil (SUS) em pessoas acima dos 60 anos 

O risco de morte súbita em IC é de 6 a 9 vezes maior, quando comparado com a 

população sem IC 

Existem 26 milhões de pessoas com IC em todo o mundo 

Legenda: Sistema Único de Saúde (SUS). 

Fonte: Adaptado de MESQUITA et al., 2017. 

 

A IC pode ser classificada de acordo com a fração de ejeção ventricular (FEVE), a 

gravidade dos sintomas e o tempo e progressão da doença. A terminologia usada para definir 

a IC baseada na FEVE compreende pacientes com fração de ejeção preservada (≥ 50%), 

com fração de ejeção intermediária (49% ≥ FEVE ≥ 40%) e por último, com fração de 

ejeção reduzida (< 40%). A classificação de pacientes com IC de acordo com a FEVE é 

importante, uma vez que eles diferem em relação à etiologia da doença, às comorbidades 

associadas e, não obstante, à resposta à terapêutica (COMITÊ COORDENADOR DA 

DIRETRIZ BRASILEIRA DE INSUFICIÊNCIA CARDÍACA CRÔNICA E AGUDA, 

2018). 

 

 

Principais etiologias associadas à IC 

 

 

A doença arterial coronariana (DAC) é uma das principais causas de IC no mundo 

(MOZAFFARIAN et al., 2005). O estudo de Framingham (1993) indicou um aumento de 

41% nos casos de IC por DAC a cada década em homens, e 25% em mulheres. Observa-se, 

portanto, a elevada importância no melhor conhecimento das bases fisiológicas e genéticas 

responsáveis pelo desenvolvimento dessa doença. 
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De acordo com a World Health Organization (WHO, 2016), o principal mecanismo 

fisiopatológico responsável pela DAC caracteriza-se pela insuficiência de irrigação 

sanguínea no coração em decorrência da obstrução das artérias coronarianas por placas 

ateroscleróticas. Ainda de acordo com a WHO os principais fatores de risco incluem dieta 

não saudável, sedentarismo, tabagismo, alcoolismo, dentre outros. 

Acredita-se que a herdabilidade genética atribuída à DAC encontre-se em uma faixa 

de 40-60%, com base em resultados obtidos a partir de estudos familiares e de gêmeos 

(VINKHUYZEN et al., 2013).  Porém, a descoberta das bases genéticas dessa doença não tem 

sido uma tarefa fácil ao longo dos anos e os genes mais promissores para a realização de 

estudos clínicos são justamente aqueles envolvidos na codificação de proteínas que 

desempenham funções biológicas cruciais no sistema cardiovascular (McPHERSON; 

TYBJAERG-HANSEN, 2016). 

Além da DAC, existem outros fatores que podem convergir para o desenvolvimento 

da IC. Esses fatores compõem um vasto grupo que produz como resultado a chamada 

“Insuficiência cardíaca não isquêmica”. Deve-se levar em consideração que a IC é um 

desfecho comum a uma variedade de doenças e portanto, algumas das principais causas 

dessa condição incluem a cardiomiopatia hipertensiva (LEVY et al., 1990), alcoólica 

(BRIGDEN, 1974), idiopática (DEC; FUSTER, 1994), familiar (BATTERSBY; GLENNER, 

1961), chagásica (MORRIS et al., 1990), dentre outras. 

 

 

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) 

 

 

O sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) é um possível candidato para a 

compreensão dos mecanismos envolvidos na IC e na multiplicidade de suas manifestações 

fenotípicas. Isso se deve ao seu papel regulatório na função cardíaca, pressão cardíaca e 

homeostase hidroeletrolítica (GRIENDLING, 1993). Além disso, já foi identificada uma 

influência de elementos-chave como a angiotensina II (AII) (SADOSHIMA; ISUMO, 1993; 

ZAHER; ALI, 2017) e a aldosterona (HOROWITZ, 2004; WEBER, 2001; WEIR et al., 

2011) no desenvolvimento da insuficiência cardíaca. 

O SRAA influencia a homeostase do sódio e da água, além do tônus vascular 

(RIGATTO et al., 2004). Ele é constituído por um conjunto de proteínas fisiológicas, 

destacando-se a enzima renina (REN), o angiotensinogênio (AGT), a enzima conversora da 
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angiotensina (ECA), angiotensinas e aldosterona, além dos seus respectivos receptores 

(PATEL et al., 2017). Todos os componentes do SRAA já foram encontrados em tecidos e 

órgãos como coração, cérebro, rins, glândulas adrenais, vasos sanguíneos e órgãos 

reprodutores (MARTELLI, 2010; RIGATTO et al., 2004; SANTOS et al., 2000). 

O processo tem início com a renina, enzima proteolítica de origem sobretudo renal. 

Ela cliva o α2-globulina angiotensinogênio, produzido pelos hepatócitos, formando a 

angiotensina I (AI). A AI, por sua vez, é convertida em AII, um decapeptídeo vasopressor 

ativo, por ação da ECA (LIMA et al., 2007; MARTELLI, 2010; RIGATTO et al., 2004). A 

ECA, por sua vez, é oriunda principalmente dos epitélios capilares pulmonares, mas também 

pode ser encontrada no plasma e nos rins (ROGERSON et al., 1992). A AII é um 

vasopressor altamente potente e é rapidamente degradada por angiotensinases nos leitos 

capilares periféricos (SANTOS et al., 2012). 

A produção de renina pelo aparelho justaglomerular é aumentada em estímulo a um 

conjunto de fatores. Dentre eles a diminuição da pressão arterial e da volemia, além de 

estimulação simpática e diminuição da carga de sódio no plasma, têm especial importância. 

Em contrapartida, uma elevação dos níveis plasmáticos de sódio, AII e/ou hormônio 

antidiurético inibem a liberação de renina (PERSSON, 2003; PATEL et al., 2017).  

O SRAA exerce uma notável influência na homeostase do sódio, potássio e água no 

organismo, através da produção final do hormônio Aldosterona no córtex suprarrenal, em 

estímulo à Angiotensina II. Desse modo, esse sistema de retroalimentação existente entre os 

elementos dessa via é capaz de contribuir para o controle da pressão arterial (SAMAVAT et 

al., 2011; SANTOS et al., 2012) (Figura 1).  
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Figura 1- O sistema-renina-angiotensina-aldosterona 

 

.  
Nota: o sistema renina-angiotensina-aldosterona têm início com a liberação de renina pelo aparelho 

justaglomerular nos rins, a qual cliva o angiotensinogênio produzido e liberado pelo fígado em 

angiotensina I, que é convertida em angiotensina II pela enzima conversora de angiotensina. A 

angiotensina II se liga a receptores no córtex da supra-renal estimulando a liberação de aldosterona. 

Tanto a angiotensina II como a aldosterona exercem ações fisiológicas que culminam no aumento da 

pressão arterial. 

Fonte: ALLEPHARMA, 2018.   

 

 

A aldosterona é um hormônio esteroide que exerce participação crucial na 

homeostase do sódio e da água sob condições fisiológicas. Níveis plasmáticos excessivos 

deste hormônio podem resultar em hipertensão (BROWN et al., 1996; ROSSI et al., 2008). 

Em adição ao importante papel da aldosterona na deflagração da hipertensão, ela também 

exerce influência direta sobre os cardiomiócitos, estimulando a fibrose cardíaca e o 

desenvolvimento de insuficiência cardíaca congestiva (ICC) (LIJNEN; PETROV, 2000; 

WEBER, 2001; WEIR et al., 2011). 

 Alguns estudos indicam que o uso de antagonistas de receptores da aldosterona, 

quando somado a tratamentos padrões, tem potencial de reduzir a morbidade e a mortalidade 

em pacientes com ICC (O’KEEFE et al., 2007; PITT et al., 1999). Portanto, a enorme 

influência exercida pela aldosterona sobre o sistema cardiovascular, torna a compreensão 

dos mecanismos de síntese deste hormônio imprescindível. 

A aldosterona sintase, enzima codificada pelo gene CYP11B2, é um integrante-chave 

da via de síntese da aldosterona, sendo responsável pelas três últimas etapas dessa rota. Esta 
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enzima pertence ao complexo mitocondrial p450 e é responsável por catalisar duas reações 

de hidroxilação. Portanto, na ausência desta enzima, a aldosterona não pode ser produzida, e 

qualquer alteração deletéria pode influenciar significativamente a síntese deste hormônio e 

consequentemente, seus efeitos fisiológicos (HATTANGADY et al., 2012).  

 

 

Polimorfismos genéticos 

 

 

Os polimorfismos genéticos são alterações presentes em mais de 1% da população. 

Estudos envolvendo esses marcadores genéticos, por sua vez, podem ajudar a explicar 

diferenças primordiais na evolução clínica de uma variedade de doenças e nas diferentes 

respostas terapêuticas entre pacientes que apresentam a mesma patologia e que utilizam as 

mesmas medicações. 

Com o advento do projeto genoma, acredita-se que aproximadamente 400 genes 

sejam responsáveis por regular processos vitais envolvendo a participação de biomoléculas. 

Além disso, Telenti et al. (2016) identificaram mais de 150 milhões de variantes únicas a 

partir do sequenciamento de dez mil genomas humanos. Tendo em vista esse fator, pode-se 

inferir que o uso de ferramentas de biologia molecular pode possibilitar a descoberta dos 

mecanismos causadores de várias doenças. (MCNAMARA et al., 2003). 

 

 

Polimorfismos do gene da Aldosterona Sintase (CY11B2) 

 

 

O gene CYP11B2 está localizado no braço longo do cromossomo 8, na região q24.3 

(Figura 2A). Seu domínio se estende de 142,910,559 a 142,917,843 pares de bases (pb) 

(NCBI, acesso em: 27/03/2018). Ele é responsável por fornecer as instruções necessárias 

para a síntese da enzima aldosterona sintase, anteriormente conhecida como corticosterona 

metil-oxidase.  (Genetics Home Reference, acesso em: 27/03/2018). 

As principais mutações estudadas no gene CYP11B2 estão associadas à inúmeras 

condições patológicas. Dentre as quais pode-se nomear a deficiência de corticosterona 

metiloxidase, hiperaldosteronismo familiar, além de outras condições cardiovasculares 

(AMIR et al., 2008; CONNELL et al., 2004; QUACK et al., 2010; WHITE, 2004). A Figura 
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2B ilustra o gene da aldosterona e alguns exemplos de polimorfismos que podem ser 

encontrados neste gene. 

 

Figura 2 - Localização do gene CYP11B2 no cromossomo 8 e alguns exemplos de 

polimorfismos 

 

    A-                                B-  

     

Legenda: A – Localização cromossômica do gene CYP11B2; B - Ilustração das regiões codificantes e não 

codificantes do gene CYP11B2.  

Nota:       Os retângulos pretos representam os exons do gene CYP11B2 e os cinzas as regiões reguladoras 5’ e 

3’UTR. A Figura também ilustra a posição de alguns dos principais polimorfismos existentes nesse 

gene. 

Fonte:   NATIONAL HUMAN GENOME RESEARCH INSTITUTE, 2018a; PORTRAT-DOYEN, et al. 

1998. 

 

 

Recentemente, um estudo desenvolvido por JIA et al. (2014), contando com o auxílio 

de ferramentas computacionais de modelagem molecular, conseguiu prever uma possível 

associação deletéria sob a síntese da aldosterona, de um conjunto de polimorfismos. Dentre 

os que apresentam especial importância, estão quatro polimorfismos de nucleotídeo único 

presentes na região codificadora do gene (rs72554626 T>C, rs5317 A>C, rs146655862 

C>A/C>T  e rs5315 A>G/A>T ), além de oito presentes na região 3’UTR, destacando-se o 

rs3097 e o rs3802228, incluídos neste estudo. O rs3097 C>T também já foi relacionado com 
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o espessamento do músculo cardíaco por Mayosi et al. (2003). Paralelamente, estudos 

também indicaram uma associação sugestiva do rs3802228 com outras patologias como a 

DAC (CAO et al., 2009). 

 

 

Polimorfismos do gene Angiotensinogênio (AGT) 

 

 

O gene AGT está localizado no braço longo do cromossomo 1, na região q42.2 

(Figura 3A). Seu domínio se estende de 230,702,523 a 230,714,590 pb (NCBI, 2018). Esse 

gene fornece instruções para a síntese do angiotensinogênio. Aproximadamente seis 

variantes associadas a este gene estão relacionadas com a disgenesia tubular renal 

(GRIBOUVAL et al., 2005; GUBLER; ANTIGNAC, 2009), caracterizada por um 

desenvolvimento anormal dos rins antes do nascimento, com a inabilidade em produzir urina 

e hipotensão severa. Além disso, outras variantes no gene AGT também estão relacionadas 

com determinadas condições patológicas que condicionam a uma maior susceptibilidade ao 

desenvolvimento de hipertensão (WATKINS et al., 2010). 

Dentre os polimorfismos de nucleotídeo único presentes nesse gene (Figura 3B) e 

que podem ter associação com doenças cardiovasculares, destaca-se o rs699 A>G e o 

rs3789678 C>T. O primeiro, é bastante consagrado na literatura em estudos de associação 

com a hipertensão arterial (TAKEUCHI et al., 2012), porém ainda não há um consenso 

comprovando uma possível correlação do alelo G desse polimorfismo com a IC. O 

rs3789678 C>T, contudo, em especial o alelo T, foi correlacionado com a hipertensão 

gestacional (XUN et al., 2016) e com a fibrilação atrial não familiar em populações chinesas 

(ZHAO et al., 2015). Mas ainda são escassos ou inexistentes estudos de associação 

envolvendo esse SNP com doenças cardiovasculares, sobretudo com a IC. Justificando-se, 

portanto, sua inserção no presente estudo. 

  



21 
 

Figura 3 - Localização do gene AGT no cromossomo 1 e alguns exemplos de polimorfismos 

 

A-                               B-  

 

Legenda: A – Localização cromossômica do gene AGT. B- Ilustração das regiões codificantes e não 

codificantes do gene AGT.  

Nota:    Os retângulos pretos representam os exons do gene AGT - Os retângulos marcados em preto 

simbolizam os exons do gene AGT. A Figura também ilustra a posição de alguns dos principais 

polimorfismos existentes nesse gene. 

Fonte:      NATIONAL HUMAN GENOME RESEARCH INSTITUTE, 2018b; SU et al., 2007. 

 

 

Regiões não traduzidas do mRNA e o papel dos miRNAs 

 

 

As regiões UTR, do inglês “unstranslated regions” são regiões não traduzidas do 

mRNA que desempenham funções cruciais na regulação transcricional e pós-transcricional 

da expressão gênica. Algumas dessas funções incluem o transporte do mRNA para fora do 

núcleo, a manutenção da eficiência da tradução e a localização e estabilidade subcelular de 

proteínas (BASHIRULLAH et al, 2001; JANSEN, 2001; JUNG; SUH, 2014; VAN DER 

VELDEN; THOMAS, 1999). Dentro do grupo de polimorfismos selecionados em nosso 

estudo, o rs3097C>T e o rs3802228 A>G se encontram nessas regiões. 
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A regulação exercida pelas regiões UTRs sobre o mRNA é mediada por vários 

fatores. Existem, por exemplo, padrões de nucleotídeos localizados nas regiões UTR 5' e 

UTR 3' que podem interagir com proteínas de ligação a RNA específicas. Também já foi 

demonstrado que as interações entre sequências específicas localizados nas regiões UTRs e 

RNAs não codificantes complementares desempenham papéis reguladores importantes 

(SWEENEY et al, 1996; STERI et al., 2018). 

Os miRNAs são sequências de RNA de aproximadamente 22 nucleotídeos que 

desempenham funções regulatórias tanto em animais como em plantas. Eles podem 

promover a repressão da tradução ou a degradação do mRNA (REINHART et al., 2002). 

Quando um miRNA se alinha com o seu mRNA complementar, e começa a compor o 

complexo de silenciamento induzido por ácido ribonucleico (RISC - do inglês: RNA-induced 

silencing complex), um complexo proteico cujo principal componente é uma endonuclease, a 

clivagem será especificada pela intensidade da complementariedade entre o mRNA e a 

sequência interna da endonuclease (BARTEL, 2004; TAFRIHI; HASHEMINASAB, 2018). 

Por outro lado, o pareamento pode promover apenas a repressão da tradução gênica, ao 

impedir o reconhecimento do mRNA pelos ribossomos (CARTHEW, 2005). Dessa forma, é 

possível imaginar que a presença de polimorfismos genéticos nessas regiões UTR podem 

tanto criar sítios de ligação a miRNAs como extinguir sítios outrora existentes (GREGORY; 

SHIEKHATTAR, 2005). A Figura 4 ilustra a rota de síntese simplificada e a atuação desses 

miRNAs sobre a expressão gênica.  
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Figura 4 - Regulação da expressão gênica por miRNAs 

 

Nota: Os microRNAs (miRNAs) são inicialmente transcritos pela polimerase II (Pol II) como transcritos de 

miRNA primário (pri-miRNA) que são processados pela Drosha para gerar pré-miRNAs. Os pré-

miRNAs são exportados do núcleo para o citoplasma pela exportina 5 (EXPO5). O complexo Dicer é 

recrutado para interagir com os pré-miRNAs a fim de torná-los em miRNAs maduros, que são 

incorporados no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Dentro do RISC, os miRNAs se 

ligam a sequências complementares de mRNAs alvo para reprimir sua tradução ou induzir sua 

degradação. 

Fonte: JUNG; SUH, 2014. 

 

 

Polimorfismos de selecionados dos genes CYP11B2 e AGT 

 

 

A escolha dos polimorfismos do gene da aldosterona sintase foi fundamentada no 

trabalho desenvolvido por Jia et al. (2014). Esse trabalho utilizou algumas ferramentas de 

modelagem molecular para prever o impacto da presença de um conjunto de polimorfismos 

genéticos na síntese e na conformação da proteína nativa. Dentre os polimorfismos genéticos 

que apresentaram associação deletéria sobre a síntese da aldosterona sintase, nós 

selecionamos o rs3097 C>T e rs3802228 A>G, presentes na região 3’UTR, devido ao 

impacto evidenciado pelas análises computacionais e por apresentarem características 

suficientemente polimórficas de acordo com o banco de dados utilizado. A inovação dessas 
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técnicas se baseia na possibilidade de aplicação dessas descobertas em estudos de associação 

genética. Não obstante, o nosso estudo busca compreender se essas alterações pontuadas por 

Jia et al. (2014) exercem alguma influência prática na clínica e se podem, ter alguma 

associação com a IC.  

Além disso, selecionamos dois polimorfismos do gene AGT (rs699 A>G e rs3789678 

C>T), uma vez que este gene é bastante explorado em estudos envolvendo o SRAA e que a 

importância do angiotensinogênio nesta via é indiscutível. Acredita-se, portanto, que 

qualquer alteração deletéria na síntese e na conformação da proteína nativa também poderia 

influenciar no desenvolvimento de doenças de origem cardiovascular. 

 

 

Marcadores Informativos de Ancestralidade Humana de Inserção e Deleção (AIM-

InDels) 

 

 

Apesar de as principais pesquisas em Genética Clínica envolverem o estudo da 

associação entre um gene suspeito e uma determinada doença através de estudos caso-

controle, nem sempre as diferenças entre as amostras são causadas pelo fenótipo investigado 

e sim por estratificações populacionais (TIAN et al., 2006). Associações espúrias podem ser 

resultantes da estrutura genética amostral que, na maioria dos casos, não são detectadas com 

base nas informações obtidas no objeto de estudo (TIAN et al., 2006). Esse tipo de erro é 

mais passível de acontecer em estudos clínicos envolvendo populações como a brasileira, 

que é uma das mais heterogêneas do mundo, sendo resultado do processo de miscigenação 

entre povos Nativos Americanos, Europeus e Africanos (PENA et al., 2011). 

Estimativas das proporções ancestrais, com base no uso de marcadores moleculares 

de ancestralidade, vêm sendo investigadas para responder inúmeras questões. Dentre essas 

questões estão aquelas relacionadas à colonização, migração e padrão ancestral da população 

brasileira. Além disso, esses marcadores são fundamentais para o controle de um possível 

efeito na subestrutura populacional em estudos de associação (PEREIRA; PENA, 2006).  

Os marcadores informativos de ancestralidade são polimorfismos do tipo InDels. 

Eles são caracterizados pela inserção ou deleção de um ou mais nucleotídeos e apresentam 

elevada divergência de frequências alélicas entre diferentes ancestrais ou populações 

geograficamente distintas. Em função disso, são especialmente utilizados para inferir a 

origem ancestral de um indivíduo ou a proporção entre grupos ancestrais existentes em uma 
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população altamente miscigenada, como a brasileira por exemplo (FRUDATKIS et al., 

2003; KAYSER, KNIJFF, 2011). 

Em síntese, a análise de polimorfismos genéticos que estão atrelados ao SRAA 

possibilitará avaliar o risco associado à IC. Além disso, a análise do perfil ancestral das 

amostras possibilitará eliminar uma associação espúria inerente a diferenças ancestrais entre 

os grupos amostrais. O impacto desse estudo se dá pelo pioneirismo na utilização de 

critérios genéticos de ancestralidade a fim de criar grupos com características homogêneas 

quanto à etnia, enquanto outros estudos em genética clínica se baseiam em critérios de 

autodeclaração de cor de pele. A perspectiva dessa pesquisa é, portanto, identificar se existe 

risco relativo para IC associado aos polimorfismos em questão, contribuindo para a melhor 

abordagem de cada caso específico de IC.  
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1 OBJETIVOS 

 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

 Avaliar polimorfismos, com associação supostamente deletéria, presentes nos genes 

CYP11B2 e AGT, em amostras de pacientes com IC isquêmica e não isquêmica e de 

indivíduos saudáveis agrupados com base no padrão de ancestralidade, a fim de determinar 

se existe risco cardiovascular associado a esses polimorfismos. 

 

 

1.2 Objetivos específicos: 

 

 

a) estimar e comparar as frequências alélicas e genotípicas dos 

polimorfismos rs3802228 A>G e rs3097 C>T (presentes no gene 

CYP11B2) e rs699 A>G e rs3789678 C>T (presentes no gene AGT), em 

amostras provenientes de indivíduos saudáveis e de pacientes com IC; 

b) determinar o perfil de ancestralidade das amostras pertencentes ao estudo 

através dos marcadores AIM-InDels; 

c) comparar as frequências dos marcadores SNPs selecionados entre os 

grupos caracterizados por ancestralidade; 

d) identificar possíveis associações com o desfecho de IC isquêmica e não 

isquêmica. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Amostras 

 

 

Esse estudo foi desenvolvido por grupo de pesquisa que conta com uma equipe 

multidisciplinar em que se destacam pesquisadores do Serviço de Cardiologia do Hospital 

Universitário Pedro Ernesto e do Laboratório de Diagnóstico por DNA da UERJ, que atuam 

em colaboração desde 2012. A partir dos estudos já desenvolvidos no âmbito dessa linha de 

pesquisa, dados e amostras de cerca de 600 indivíduos, incluindo pacientes com diferentes 

etiologias de DCs atendidos nos ambulatórios de Insuficiência Cardíaca do HUPE e 

indivíduos sem histórico de DCs e metabólicas, já foram coletados para fins de análise 

molecular. 

Para esse trabalho foram selecionadas um total de 369 dessas amostras para 

elegibilidade, das quais 247 amostras de pacientes e 122 de controles foram utilizadas ao 

final do trabalho. Essas amostras foram coletadas a partir de projetos desenvolvidos no 

âmbito dessa linha de pesquisa, aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário Pedro Ernesto, sob os números 2541-CEP/HUPE – CAAE: 0176.0.228.000-

09, 2549-CEP/HUPE – CAAE: 0175.0.228.000-09 (ANEXOS A e B). Com base no perfil 

dos indivíduos, três grupos foram estabelecidos para o presente estudo: pacientes acometidos 

por IC de etiologia isquêmica (n=117), não-isquêmica (n=130) e indivíduos sem histórico de 

doenças metabólicas ou cardiovasculares (n=122), empregadas no presente estudo como 

amostras controles. 

As amostras foram coletadas por doação voluntária livre e esclarecida de indivíduos 

residentes no Estado do Rio de Janeiro. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (ANEXO D) foi elaborado e aprovado pela Comissão Científica e pelo Comitê de 

Ética, sendo aplicado aos participantes antes de qualquer procedimento. Todos foram 

orientados quanto à participação do estudo, à coleta laboratorial de sangue e ao uso de seu 

histórico médico. 

Os pacientes inclusos no presente estudo foram submetidos a exames laboratoriais de 

rotina durante todo o tempo de acompanhamento no ambulatório de IC do HUPE. A coleta 

dos dados clínicos incluiu sempre o exame laboratorial de data mais recente. Todas as 

informações clínicas e laboratoriais pertinentes a este trabalho foram retiradas dos 
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prontuários de cada paciente. A presença de comorbidades como HAS e dislipidemias foi 

previamente julgada pelo médico responsável pelo acompanhamento dos pacientes e 

relatadas em seus respectivos prontuários. Alguns dados relativos a determinados pacientes 

encontraram-se ausentes nos prontuários virtuais, devido ao fato de certos pacientes serem 

retirados do sistema quando transcorrido um tempo após óbito comprovado ou 

descontinuidade do tratamento no HUPE. Portanto, o número de amostras variou de uma 

análise para outra, mas acredita-se que o impacto dessa variação não tenha sido prejudicado 

a validade dos resultados.  

 

 

2.1.1 Amostras de pacientes com IC 

 

 

Para esse estudo, o grupo de pacientes contou com 248 amostras no total. Essas 

amostras são provenientes de indivíduos acompanhados no ambulatório de IC do Serviço de 

Cardiologia do Hospital Universitário Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro (UERJ) através de equipe multidisciplinar composta por médicos cardiologistas, 

enfermeiros, nutricionistas e biólogos.  

Realizou-se uma análise retrospectiva do prontuário de cada paciente para a coleta 

dos dados clínicos de interesse, obtendo-se assim, as informações necessárias de todos os 

pacientes desde o início do acompanhamento. Dessa forma, a caracterização do paciente 

como acometido pela IC, bem como a etiologia do quadro, foi estabelecida a partir do 

julgamento clínico do médico responsável pelo paciente.  

Os dados coletados, por sua vez, incluíram: gênero, etnia, idade, idade no momento 

do diagnóstico, tempo de convivência com a doença, presença de comorbidades, gravidade 

da IC e óbito. A realização das análises genéticas, por fim, foi possível a partir da coleta de 

amostra de sangue por bióloga especializada e posterior armazenamento e transporte dessas 

amostras para o Laboratório de Diagnósticos por DNA (LDD) da UERJ, onde as análises 

genéticas foram realizadas. Os critérios de inclusão adotados foram indivíduos maiores de 

18 anos, não aparentados, com tempo de seguimento ambulatorial na Clínica IC-HUPE 

superior a um ano e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Os critérios 

de exclusão, por sua vez, foram indivíduos menores que 18 anos, pacientes com etiologia da 

IC ainda não elucidada e sem registro médico completo. 
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2.1.2 Amostras de indivíduos controle 

 

 

O total de amostras provenientes de indivíduos sem histórico de doenças 

cardiovasculares e utilizadas como controle, corresponde a 122 voluntários selecionados 

pelo Serviço de Cardiologia do HUPE/UERJ. Esses indivíduos não possuíam 

acompanhamento médico prévio, e em sua maioria eram mais jovens que os pacientes 

inclusos no estudo. As doenças cardiovasculares, por sua vez, foram descartadas mediante 

inferências realizadas a partir de questionário direto e ausência de pressão arterial elevada. 

Os dados utilizados foram gênero, idade e presença de comorbidades, apenas. A coleta do 

sangue desses indivíduos e a utilização do seu material genético para análises futuras foi 

aprovada pelo comitê de ética sob o número 12144313.8.0000.5259 (ANEXO C). 

Tanto as amostras de pacientes quanto as amostras de indivíduos controle foram 

coletadas de sangue venoso (10 mL) distribuídos em dois tubos do Sistema Vacutainer® 

(Becton-Dickinson). Um dos tubos foi encaminhado para o Laboratório Central do HUPE 

para a realização das dosagens bioquímicas e o outro tubo foi encaminhado para o LDD, 

para a realização de extração de DNA e análises moleculares. Todas as amostras de DNA 

foram coletadas e extraídas entre os anos de 2012 a 2019 e fazem parte de um banco de 

DNA, sob a responsabilidade da doutora Dayse Aparecida da Silva. 

 

 

2.2 Extração do DNA 

 

 

Todas as amostras submetidas às análises moleculares tiveram o DNA extraído por 

Salting-out (MILLER et al., 1988). 

A técnica baseou-se na transferência de uma alíquota de 2 mL do sangue total para 

um tubo cônico. Em seguida, adicionou-se 2 mL de tampão de lise de hemácias (NH4Cl 155 

mM, KHCO3 10 mM e EDTA 1 mM), homogeneizando-se a solução contida no tubo, para 

posteriormente centrifugá-la a 3.000 G por 5 minutos (todas as centrifugações nessa 

velocidade foram realizadas em centrífuga refrigerada “Novatecnica NT805”). Terminada a 

centrifugação descartou-se o sobrenadante. Observou-se a presença de um pellet que foi 

desprendido manualmente e a este foram acrescentados 500 μL de tampão de lise de células 
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e 30 μL de proteinase K 20 mg/mL. Homogeneizou-se o tubo manualmente e incubou-se a 

37 ºC por 12 horas. Após a digestão, adiciona-se 300 μL de NaCl 6M e agitou-se a solução 

por cerca de 30 segundos. O tubo, então, foi centrifugado por 10 minutos a 3000 G. O 

sobrenatante, por conseguinte, foi transferido para um novo tubo cônico e adicionou-se a 

este 1 mL de etanol gelado. O tubo foi homogeneizado e o etanol descartado. Uma vez 

observada a precipitação de DNA após o descarte do álcool, foram adicionados ao 

precipitado 300 μL de TE (10 mL de Tris pH 8,0; 1,0 mM EDTA pH 8,0) e a amostra foi 

mantida a -20 ºC em freezer no LDD. Vale ressaltar que quando começamos a trabalhar com 

as amostras, aquelas provenientes tanto de pacientes, como de controles, já haviam sido 

extraídas, uma vez que foram aproveitadas de estudos anteriores. 

 

 

2.3 Genotipagem dos polimorfismos SNPs 

 

 

Como estratégia para a genotipagem dos SNPs, optamos por utilizar metodologia 

baseada em PCR multiplex. Essa técnica é constituída por reações que incluem pares de 

iniciadores, desenhados especificamente para a amplificação simultânea dos loci de 

interesse. Após essa primeira reação, alíquotas foram purificadas e submetidas a reações de 

extensão de base única (SNaPshot). O Quadro 2 contém informações acerca dos 

polimorfismos selecionados para o presente estudo. 

 

Quadro 2 - Informações dos SNPs empregados no estudo 

Gene Símbolo Cromossomo 
dbSNP ID 

(build=153) 
Alelos  

Alelos no 

GM 

Aldosterona 

sintase 
CYP11B2 8 

rs3802228 A > G T > C 

rs3097 C > T G > A 

Angiotensinogênio AGT 1 
rs699 A > G C > T 

rs3789678 C > T C > T 
Legenda: Gene Mapper software (GM). 

Fonte: A autora, 2020. 
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2.3.1 Desenho dos primers de amplificação e extensão 

 

 

As sequências Fasta dos SNPs de interesse foram retiradas do banco de dados dbSNP 

da plataforma National Center for Biotechnology Information (NCBI) e utilizadas para a 

confecção dos oligonucleotídeos iniciadores. Tanto os pares de iniciadores para a reação da 

PCR Multiplex quanto para a reação de extensão de base única (SNaPshot) foram 

desenhados utilizando o programa Primer3 (KORESSAAR; REMM, 2007; 

UNTERGASSER et al., 2012), selecionando-se para o desenho dos mesmos os seguintes 

parâmetros: número de nucleotídeos igual a 20 pares de base (pb), tamanho de produto entre 

50-250 pb e temperatura de anelamento de 60°C. Os iniciadores da reação de extensão 

foram desenhados para se anelarem em posição adjacente ao sítio do SNP alvo. Após 

escolhidas as melhores combinações de primers sugeridas pelo software, foram analisadas 

as possíveis interações entre todos, uma vez que para a produção do Multiplex seria 

necessário haver o mínimo de interação entre os oligonucleotídeos. Para tal, utilizou-se o 

software National Institute of Standards and Technology (NIST, c2005). 

Amplificações individuais de cada região foram realizadas a partir do DNA padrão 

K562 (2 ng/μL), a fim de analisar se os primers desenhados eram capazes de amplificar as 

regiões selecionadas para análise.  

 

 

2.3.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

 

2.3.2.1 Teste dos Primers 

 

 

A PCR para teste dos primers foi realizada utilizando o kit QIAGEN PCR 

Multiplex® (QIAGEN), onde 1,5 μL de DNA K562 (2 ng/μL) foram adicionados a 5 μL do 

Tampão Master Mix QIAGEN 2x, 1,0 μL da mistura de primers a 2,5 μM cada e água estéril 

para completar o volume final de 10,0 L. A reação de PCR foi desenvolvida no 

termociclador Veriti Thermal CyclerTM (Thermo Fisher ScientificTM) sob as seguintes 

condições de amplificação: desnaturação inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de trinta e 

cinco ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 90 segundos e 72 °C por 60 segundos, 
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seguida de extensão final a 72 °C por 10 minutos. A eficiência da PCR foi avaliada por meio 

de eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em tampão TAE 1x dos produtos da PCR 

corados com SaferDye (KASVI), visualizados utilizando trans iluminador de LED 

(KASVI®), onde se observou os fragmentos de amplificação da PCR Mutiplex em pares de 

base, conforme os tamanhos esperados. 

 

 

2.3.2.2 PCR Multiplex 

 

 

A PCR Multiplex foi realizada utilizando o kit QIAGEN PCR Multiplex® 

(QIAGEN), onde 1,5 μL de DNA (0,5-5 ng/uL) foram adicionados a 2,5 μL do Tampão 

Master Mix QIAGEN 2x, 1,0 μL da mistura de primers a 2,5 μM cada e água estéril para 

completar o volume final de 5,0 L. A reação de PCR foi desenvolvida no termociclador 

Veriti Thermal Cycler
TM

 (Thermo Fisher ScientificTM) sob as seguintes condições de 

amplificação: desnaturação inicial a 95°C por 15 minutos, seguida de trinta e cinco ciclos de 

94 °C por 30 segundos, 60 °C por 90 segundos e 72 °C por 60 segundos, seguida de 

extensão final a 72 °C por 10 minutos. A eficiência da PCR foi avaliada por meio de 

eletroforese em gel de poliacrilamida 10% em tampão TAE 1x e os produtos da PCR 

corados com SaferDye (KASVI) e visualizados utilizando trans iluminador de LED 

(KASVI®), onde se observou os fragmentos de amplificação da PCR Mutiplex em pares de 

base, conforme os tamanhos esperados. 

Os produtos da PCR (1 µL) foram purificados com 0,7 L da enzima exonuclease, 

10 U/L (ExoSAP-IT™ - Thermo Fisher ScientificTM) que elimina o excesso de iniciadores 

e nucleotídeos do produto da PCR. Para a reação utilizou-se o termociclador VeritiTM 

Thermal Cycler (Thermo Fisher ScientificTM TM) a 37°C por 30 minutos, seguido de 15 

minutos a 85°C. O Quadro 3 contém as informações referentes aos pares de 

oligonucleotídeos desenhados para o presente estudo.  
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Quadro 3 - Primers nos sentidos forward (F) e reverse (R) para amplificação 

 Nome do primer Sequência (5' - 3') 

Tamanho 

do primer 

(pb) 

Tamanho do 

fragmento (pb) 
TM ºC 

rs3097-PF GCACTTCCTGGTGGAGACAC 20 
174 

61 

rs3097-PR CAGAGGGGTGACTCAGGAAG 20 60 

rs3802228-PF ACCTTGTTGCCCCCTTATTC 20 
250 

60 

rs3802228-PR TCCTGTGCAGGGACAGGAAG  20 60 

rs699-PF GAACTGGATGTTGCTGCTGA 20 
116 

60 

rs-699-PR AGAGCCAGCAGAGAGGTTTG 20 60 

rs3789678-PF ATACCAGAGCCCCTGAGACA 20 
192 

58 

rs3789678-PR GCCATCAGGAGGAATAGCAG 20 60 
Legenda: Primer forward (PF); primer reverse (PR); pares de bases do primer (pb); temperatura de melting 

(TM). 

Fonte:      A autora, 2020. 

 

 

2.3.3 Reação de extensão de nucleotídeo único por SNaPshot 

 

 

A reação de extensão para a genotipagem dos polimorfismos foi realizada utilizando-

se o kit SNaPshotTM Multiplex System (Thermo Fisher ScientificTM), adicionando-se 1L do 

produto purificado, 1,0 µL de SNaPshotTM Multiplex Ready Reaction Mix, 1,5 L do mix de 

iniciadores de extensão e água até completar o volume de 5 L. A reação ocorreu no 

termociclador VeritiTM Thermal Cycler (Thermo Fisher ScientificTM TM) e seguiu os 

seguintes parâmetros: vinte e cinco ciclos de 95 °C por 10 segundos, 51 °C por 5 segundos e 

60 °C por 30 segundos. Os produtos foram purificados pela adição de 2,0 L da enzima SAP 

(Shrimp Alkaline Phosfatase – Thermo Fisher ScientificTM), no mesmo termociclador, a 37 

°C por 60 minutos e a 85 °C por 15 minutos.  

Seguiu-se a eletroforese capilar em sequenciador automático ABI Prism 3500® 

(Thermo Fisher ScientificTM), utilizando 1 µL do produto da reação de SNaPshot purificado, 

com 8,9 µL de formamida HiDi™ (Thermo Fisher ScientificTM) e 0,1 µL de Liz 120TM Size 

standard (Thermo Fisher ScientificTM). 

O resultado obtido pela eletroforese capilar é representado por um eletroferogrma 

onde são observados picos resultantes do processo de emissão, detecção e transformação do 

sinal luminoso, que são visualizados em unidades relativas de fluorescência (RFU). Após a 

eletroforese capilar, os fragmentos gerados foram analisados por meio do programa Gene 

MapperTM 4.1 (Applied BiosystemsTM). O Quadro 4 ilustra as sequências dos primers 

empregados na reação de extensão de nucleotídeo único por SNaPshot. 
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Quadro 4 - Sequências dos primers de extensão 
 

Polimorfismo Sequência 5'-3' Tamanho do primer (pb) TMºC 

rs3097 CCTGTCTTCTCTCCCAC 17 51 

rs3802228 CATGAAAGGGGAAATAC 17 48 

rs699 TGGCTGCTCCCTGA 14 53 

rs3789678 AGCCCCAATTCCTG 14 50 
Legenda: pares de bases do primer (pb); temperatura de melting (TM). 

Fonte: A autora, 2020. 

 

 

2.4  Reação de sequenciamento 

 

 

Cerca de 10% das amostras (N= 30) foram também submetidas à análise dos 

polimorfismos estudados pela técnica de sequenciamento de Sanger, visando a comparar as 

genotipagens obtidas nas duas técnicas para a validação da metodologia desenvolvida. Para 

isso, alíquota dos produtos de PCR obtidos a partir da amplificação de 2 ng das amostras 

selecionadas com os marcadores em estudo, conforme protocolo descrito no item 4.3.2.2, 

foram submetidas a uma purificação enzimática com ExoSAP-ProStarTM (GE Healthcare 

Life Sciences) em que para cada 5,0 μL de produto de PCR foram adicionados 2,0 μL de 

enzima. Os tubos das reações foram incubados em termociclador a 37 ºC durante 15 min, 

que se seguiram por mais 15 min sob uma temperatura de 85 ºC. Após a purificação, 

realizamos a reação de sequenciamento em que para cada marcador foram preparados dois 

tubos de reação: um para o primer forward e outro para o reverse. Foi utilizado para cada 

tubo de reação um volume equivalente a 1,0 μL de enzima BigDye  (Thermo Fisher 

ScientificTM), 1,0 μL de tampão BigDye (Thermo Fisher ScientificTM), 1,0 μL do primer 

forward ou 1,0 do primer reverse a 2,5 μM e 2,0 μL de produto de PCR purificado.  

Posteriormente, os produtos da reação foram purificados com a resina SEPHADEX G-50. 

Para cada tudo de amostra purificado foram adicionados 10 μL de formamida HiDi e a 

solução final submetida a eletroforese capilar no sequenciador automático ABI PRISM 3500 

(Thermo Fisher ScientificTM). A análise das sequências geradas e a genotipagem foram 

realizadas no programa SequencingAnalysis® 3.7 (Thermo Fisher ScientificTM). 
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2.5  Estimativa de ancestralidade por AIMs-InDels 

 

 

Com a finalidade de estimar o perfil de ancestralidade das amostras empregadas no 

presente estudo, foi utilizado o sistema multiplex AIMs descrito por Pereira et al. (2012), o 

qual é composto por 46 marcadores (Quadro 5) com frequências alélicas significativamente 

diferentes entre africanos, europeus, asiáticos e ameríndios, sendo portanto, altamente 

informativos para cada um dos quatro grupos populacionais. 

Na PCR, foi utilizado o tampão QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN). A mistura de 

reagentes consistiu de 2 ng de DNA genômico, 1 μL de primer mix a 2 μM cada primer  e 5 

μL  de master mix 2x concentrado num volume final de 10 μL. As condições de temperatura 

incluíram uma etapa inicial de 95 ºC por 15 min; uma etapa intermediária com 30 ciclos de 

94 ºC por 30 seg, 60 ºC por 90 seg e 72 ºC por 45 seg. E por fim, uma etapa de extensão 

final de 72 ºC por uma hora. A reação foi realizada no termocilador Veriti (Thermo Fisher 

ScientificTM). 

 

  



36 
 

Quadro 5 - Primers utilizados para a amplificação dos AIM-InDels 

 

Legenda: MID: Nomenclatura do marcador de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic 

Insertion/Deletion Polymorphisms (MID).  

Nota:       Os primers marcados com fluorescência foram divididos em quatro canais (6FAM, VIC, NED 

e PET). As letras minúsculas dos primers não marcados representam sequências de caudas 

adicionadas aos primers. 

Fonte:      Adaptado de Pereira et al., 2012. 
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2.6  Análises estatísticas 

 

 

Os cálculos das frequências alélicas e genotípicas observadas para os marcadores 

selecionados foram executados no software Epi Info v.7 (Centers for Disease Control and 

Prevention). 

As frequências alélicas de cada SNP foram testadas em relação à conformidade com 

o equilíbrio de Hardy-Weinberg, com base no teste exato de diferenciação populacional de 

Raymond e Rousset (1995), no software Arlequin v3.5 (EXCOFFIER et al., 2005) e com 

base no qui-quadrado de Pearson, no software SNPStats (SOLÉ et al., 2006). 

Os testes de associação para verificar a homogeneidade das amostras e diferenças 

em distribuição de proporções, tais como o qui-quadrado de Pearson e o teste exato de 

Fisher foram processados por meio do software Epi Info v. 7 (Centers for Disease Control 

and Prevention). Esses testes foram realizados para todos os modelos de herdabilidade 

conhecidos: codominância, dominância, recessividade, sobredominância e alélico. O teste 

paramétrico ANOVA foi utilizado para a realização de análises com variáveis numéricas. O 

teste do qui-quadrado foi utilizado para comparar as frequências das variáveis categóricas 

relativas às características demográficas das populações estudadas, bem como a associação 

da presença de polimorfismos no gene CYP11B2 e AGT com a IC.  

As estimativas de proporções de ancestralidade individual e global das amostras 

foram obtidas usando o software STRUCTURE v2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000). Essa 

análise foi feita com base nos perfis genéticos obtidos para os AIMs, tendo-se como 

referências populações africanas, europeias e ameríndias do painel de diversidade HGDP-

CEPH (H952) (PEREIRA et al., 2012). Foi utilizado um percentual mínimo de 70% de 

contribuição de uma população específica para classificar os indivíduos em europeus, 

africanos ou ameríndios. Aqueles indivíduos com proporções de ancestralidade inferiores a 

70% foram classificados como miscigenados. Por fim, categorizou-se esses grupos bem 

delimitados de indivíduos para a realização dos testes estatísticos e de associação. 

O teste exato de Raymond e Rousset (1995) com base nas distâncias Fst também foi 

aplicado para a avaliação dos níveis de diferenciação entre os grupos.  A distância Fst, por 

sua vez, representa o grau de diferenciação entre duas populações. Esse teste foi utilizado 

para comparações par-a-par em relação ao conjunto total de polimorfismos selecionados e 

em relação a cada polimorfismo separadamente. 
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Com a finalidade de associar um alelo ou genótipo dos polimorfismos selecionados 

com o prognóstico de IC ou o desenvolvimento da doença para uma forma mais grave, foi 

realizado o teste do qui-quadrado de Pearson para a obtenção do valor de p (<0,05) e o teste 

de odds ratio nos softwares Epi Info v.7, que gerou valores de chances de acontecimento da 

doença nos determinados genótipos e seus intervalos de confiança de 95% (95% IC). 

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. Considerou-se 5,0% 

(p=0,05) para o nível de rejeição da hipótese nula e odds ratio (OR), ajustado com o 

intervalo de confiança 95% (IC 95%).  
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Análise demográfica dos grupos estudados 

 

 

Para essa avaliação foram considerados 247 pacientes. Destes, 117 eram pacientes 

com IC de etiologia isquêmica (IC-I) e 130 pacientes com IC de etiologia não isquêmica 

(IC-NI). Além destas foram também consideradas para essa análise 122 amostras de 

indivíduos sem histórico da doença, ao qual denominamos grupo controle (C). 

As características demográficas, clínicas e laboratoriais dos diferentes grupos estão 

descritas na Tabela 1. Os grupos de pacientes com IC-I e IC-NI apresentaram uma maior 

quantidade de indivíduos do sexo masculino que o grupo controle (IC-I=75,2% e IC-

NI=58% versus C=41,8 ; p<0,05) e idade mais avançada (IC-I = 63,3 ± 12,5 e IC-NI = 66,2 

± 14,8 versus C = 39,9 ± 11,6; p<0,05). Em relação a idade ao diagnóstico dos pacientes, os 

grupos IC-I e IC-NI apresentaram diferenças significativas (IC-I=54,4 ± 10,5 versus IC-

NI=49,5 ± 13,9; p<0,05). Em relação ao tempo (em anos) com a doença, evidenciou-se 

diferença estatisticamente significativa entre pacientes com IC-I e IC-NI (IC-I=12,9 ± 2,8 e 

IC-NI=18,7 ± 5,8, p<0,01). 

Os dados clínicos e laboratoriais como a fração de ejeção (FE), presença de 

hipertensão arterial sistêmica (HAS), presença de dislipidemia, índice de óbito, assim como 

a gravidade da doença, também foram analisados. Não houve diferença significativa entre os 

grupos em relação à FE (IC-I=37,3 ± 28,3 versus IC-NI=36,7 ± 14,7, p>0,05), à presença de 

HAS (IC-I=73,3% versus IC-NI=70,7%, p>0,05), óbito (IC-I= 46,6% versus IC-NI= 49,2%) 

e gravidade da doença (IC-I grave=31,9% versus IC-NI grave=41,4%, p>0,05). Para as 

análises iniciais categorizou-se como forma grave da doença aquela com FE<30%, 

moderada 30%<FE<40% e leve FE>40%. Em relação à presença de dislipidemia, contudo, 

houve diferenças significativas entre pacientes de IC-I e IC-NI (IC-I=65,0% versus IC-

NI=36,8%, p=2x10
-3

) e entre IC-NI e controles (IC-NI=36,8% versus C=54,2%, p<0,01).  

Em relação ao perfil de ancestralidade genômica, observou-se que a componente da 

ancestralidade europeia foi predominante (EUR >70%) em todos os grupos estudados, sendo 

maior entre os pacientes com IC-I e controles em comparação com os pacientes com IC-NI 

(IC-I=62,9%, C=57,8% versus IC-NI=44,4%, p<0,01). Por outro lado, o componente da 

ancestralidade africana (AFR >70%) foi o menos representativo nos três (IC-I=9,7% e IC-
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NI=15,2% versus C=5,8%; p<0,01). Não se evidenciou indivíduos com ancestralidade 

majoritariamente nativo americana (NAM > 70%). O grupo de indivíduos em que não foi 

observada predominância de qualquer dos três grupos de referência ancestral (europeus, 

africanos ou nativo americanos < 70%), denominado miscigenados, representou 27,4%, 

40,7% e 36,4% dos indivíduos estudados em pacientes IC-I, IC-NI e controles.  

Dentre os pacientes com IC, que tiveram declaradas informações de cor de pele em 

seus respectivos prontuários, o maior percentual foi de indivíduos de cor de pele branca (IC-

I = 66,7%, IC-NI = 46,9%), seguido de pardos  (IC-I = 17,1%, IC-NI = 26,9%) e negros  (IC-I 

= 16,2%, IC-NI = 26,2%) como descrito na Tabela 1. Em relação às relações grupo a grupo 

de ancestralidade, observou-se diferença significativa entre pacientes com IC-I e controles 

(p=0,01), e entre pacientes com IC-I e IC-NI (p<0,01).   
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Tabela 1 - Dados demográficos, clínicos e de ancestralidade dos indivíduos saudáveis e 

pacientes incluídos no estudo 

  IC 

  

IC-I   

  

IC-NI 

  

C 

  

(ICxC) (IxC) (NIxC) (IxNI) 

  p 

N 247 117    130  122         

Idade (anos) 64,8 ± 13,8 63,3 ± 12,5 66,2 ± 14,8 39,9 ± 11,6 <0,01 <0,01 <0,01 >0,05 

Sexo: M/F (%) 66,1 / 33,9 75,2 / 24,8 58,0 / 42,0 41,8 / 58,2 <0,01 2x10
-7

 0,01 <0,01 

Idade/diagnóstico 50,9 ± 13,2 54,6 ± 10,6 49,5 ± 13,9 -  -  - -  <0,05  

Tempo de IC 

(anos) 
 12,9 ± 2,8 18,7 ± 5,8         <0,01  

Fração de Ejeção   37,3 ± 28,3 36,7 ± 14,7 - - - - >0,05 

HAS (%)   
  

          

N 136 30 106 -     

Sim 97 (71,3%) 22 (73,3%) 75 (70,7%) - - - - >0,05 

Dislipidemia  (%)         

N 146 40 106 120     

Sim 65 (44,5) 26 (65,0%) 39 (36,8%) 65 (54,2%) >0,05 >0,05 0,01 2x10
-3

 

Óbito (%)         

N 197 73 124      

Sim 95 (48,2%) 34 (46,6%) 61 (49,2%) - - - -  >0,05 

Gravidade (%)         

N 244 116 128 -     

Grave 90 (36,9%) 37 (31,9%) 53 (41,4%) - 

- - - >0,05 Moderada 74 (30,3%) 42 (36,2%) 32 (25,0%) - 

Não grave 80 (32,8%) 37 (31,9%) 43 (33,6%) - 

Cor de pele (%)                 

N 247  117  130  -         

Branca 139(56,3%) 78 (66,7%) 61 (46,9%) - 

 -  - -  <0,05 Negra 53(21,4%) 19 (16,2%) 34 (26,2%) - 

Parda 55(22,3 %) 20 (17,1%) 35 (26,9%) - 

Ancestralidade 

genômica (%) 
                

N 231  113  118   121         

EUR 123(53,2%) 71 (62,9%) 52 (44,1%) 70 (57,8%) 

>0,05 >0,05 0,01 <0,01 AFR 29(12,6%) 11 (9,7%) 18 (15,2%) 7 (5,8%) 

MIS 799 (34,2%) 31 (27,4%) 48 (40,7%) 44 (36,4%) 

Legenda: Pacientes com IC isquêmica (IC-I), pacientes com IC não isquêmica (IC-NI), pacientes totais (IC), 

indivíduos controles (C), desvio padrão (dp); indivíduos de ancestralidade europeia (EUR); 

indivíduos de ancestralidade africana (AFR); indivíduos de ancestralidade miscigenada (MIS); 

Hipertensão arterial sistêmica (HAS). 

Fonte: A autora, 2020. 
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3.2 Análises moleculares 

 

 

Inicialmente, para fins de padronização foi feita uma eletroforese em gel de 

poliacrilamida (10%). Para tal, utilizaram-se produtos de PCR dos quatro marcadores de 

interesse, além do multiplex previamente preparado, de um controle negativo com H20 

nuclease free e de uma ladder (GeneRuler 50pb DNA ladder – Thermo Fisher ScientificTM), 

que funciona como um padrão de tamanho e peso molecular. Como é possível observar na 

Figura 5, os primers desenhados foram capazes de proporcionar a amplificação dos quatro 

polimorfismos de interesse, que apareceram no gel na faixa de tamanho esperada para os 

fragmentos gerados. A Figura 6 demonstra o perfil do multiplex com os quatro marcadores 

finais selecionados e as Figuras (7-10) exemplos de resultados do sequenciamento desses 

marcadores.  

 

Figura 5 - Gel de poliacrilamida 10% indicando os produtos 

de amplificação dos marcadores estudados 
 

 

Nota:  cyp1: rs3097; cyp2: rs3802228; AGT1: rs699; AGT2: rs3789678; N:  

controle negativo; M: multiplex; Ladder; padrão de peso molecular. 

Fonte: A autora, 2020. 
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Figura 6 - Eletroferograma com multiplex concernente a amostra pertencente ao 

grupo controle 
 

 

 
 

Legenda: O primeiro pico em azul (homozigoto GG) corresponde ao polimorfismo rs3097; o 

segundo pico em vermelho (homozigoto TT) corresponde ao rs699; o terceiro 

(heterozigoto CT) ao rs3802228; e o quarto (homozigoto CC) ao rs3789678. 

Fonte:      A autora, 2020. 

 

Figura 7 - Eletroferograma demonstrando o rs3097 C>T 

 

Legenda: Genótipo GA ( = CT) do polimorfismo rs3097. 

Fonte:     A autora, 2020. 

 

Figura 8 - Eletroferograma demonstrando o rs3802228 A>G 
 

 

Legenda: Genótipo GG do polimorfismo rs3802228. 

Fonte:     A autora, 2020. 

 

Figura 9 - Eletroferograma demonstrando o rs699 A>G 
 

 

Legenda:  Genótipo CC ( = GG) do rs699. 

Fonte:      A autora, 2020. 
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Figura 10 - Eletroferograma demonstrando o rs3789678 C>T 
 

 

Legenda: Genótipo CC do rs3802228. 

Fonte:     A autora, 2020. 

 

 

3.2.1 Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

 

 

Os softwares Arlequin 3.5.2.2 e SNPStats foram selecionados para o cálculo do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (HW) relativo aos polimorfismos incluídos no estudo. O 

Arlequin utiliza o teste exato para a obtenção do valor de HW e o SNPStats o qui-quadrado 

de Pearson. A Tabela 2 contém a análise comparativa das distribuições das frequências 

alélicas e genotípicas esperadas e observadas para cada polimorfismo e os valores de p 

estatístico calculados. 

O polimorfismo rs3802228, especificamente, se encontra em desequilíbrio, 

considerando o resultado fornecido pelo Arlequin (p=0,03), no grupo controle. Observou-se 

que o suposto desequilíbrio previsto pelo teste exato de Raymond e Rousset (1995) não 

persistiu quando aplicado o teste qui-quadrado de Pearson pelo software SNPStats (p=0,84), 

prosseguindo-se com as análises subsequentes. 
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Tabela 2 - Distribuição das frequências alélicas e genotípicas dos 

polimorfismos selecionados nos genes CYP11B2 e AGT em 

pacientes isquêmicos, não isquêmicos e controles 
 

  I (N=117) NI (N=130) C (N=122) 

rs3097 (CYP11B2) No (%) No (%) No (%) 

CC 48 (41,0) 50 (38,5) 77 (63,1) 

CT 59 (50,5) 68 (52,3) 38 (31,2) 

TT 10 (8,5) 12 (9,2) 7 (5,7) 

C 107 (91,5) 118 (90,8) 115 (94,3) 

T 10 (8,5) 12 (9,2) 7 (5,7) 

He 0,45 0,46 0,34 

Ho 0,51 0,52 0,3 

p1 0,15 0,12 0,27 

p2 0,22 0,13 0,42 

rs3802228 (CYP11B2)       

AA 20 (17,1%) 24 (18,6%) 19 (18,6%) 

AG 49 (41,9%) 56 (43,4%) 52 (51,0%) 

GG 48 (41,0%) 49 (38,0%) 31 (30,4%) 

G 97 (82,9%) 105 (81,4%) 83 (81,4%) 

A 20 (17,1%) 24 (18,6%) 19 (18,6%) 

He 0,45 0,47 0,49 

Ho 0,47 0,5 0,6 

p1 0,68 0,57 0,03 

p2 0,43 0,47 0,84 

rs699 (AGT)       

AA 25 (21,4%) 24 (18,3%) 26 (21,5%) 

GA 59 (50,4%) 64 (48,9%) 57 (47,1%) 

GG 33 (28,2%) 43 (32,8%) 38 (31,4%) 

G 92 (78,6%) 106 (80,9%) 94 (77,7%) 

A 25 (21,4%) 25 (10,1%) 27 (22,3%) 

He 0,5 0,49  0,50 

Ho 0,5 0,49 0,49 

p1 1 1 0,85 

p2 1 0,86 0,47 

rs3789678 (AGT)       

CC 81 (69,8%) 71 (63,4%) 88 (72,7%) 

CT 31 (26,7%) 34 (30,4%) 30 (24,8%) 

TT 4 (3,6%) 7 (6,2%) 3 (2,5%) 

C 112 (96,5%) 105 (93,7%) 118 (97,5%) 

T 4 (3,5%) 7 (6,3%) 3 (2,5%) 

He 0,28 0,32  0,22 

Ho 0,26 0,28 0,22 

p1 0,73 0,17 1 

p2 0,74 0,27 0,72 
    

Nota: o valor “p” estatístico indica a probabilidade de ocorrência ao acaso das distribuições genotípicas 

observadas (equilíbrio de HW) e foi calculado pelo teste exato de diferenciação populacional de 

Raymond e Rousset (1995) no software Arlequin (p1) e pelo qui-quadrado de Pearson no software 

SNPStats (p2). Heterozigozidade esperada (He); Heterozigosidade observada (Ho);  

Fonte: A autora, 2020.  
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3.2.2 Comparação das frequências dos polimorfismos entre grupos 

 

 

Os valores de probabilidade de não diferenciação, calculados com base na distância 

genética Fst das frequências genotípicas dos quatro marcadores genéticos analisados, foram 

obtidos para comparações de grupos de interesse a fim de determinar se um grupo possui 

distância significativa com outro grupo, conforme demontrado na Tabela 3. 

Observou-se diferenças significativas entre o grupo controle versus IC-I (p=0,003) e 

controle versus IC-NI (p=0,001), enquanto não evidenciou-se diferença significativa entre o 

grupo IC-I versus IC-NI (p= 0,53) (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Valores de probabilidade de não-diferenciação com base 

na distância genética Fst das frequências genotípicas dos 

polimorfismos selecionados nas populações de casos e 

controle 
 

  Controle IC-I IC-NI 

Controle * + + 

IC-I 0,003 * - 

IC-NI 0,001 0,53 * 
Legenda: + (diferenção significativa); e – (diferença não significativa).  

Nota:      Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o 

teste de não diferenciação  com base na distância genética Fst. 

Fonte:      A autora, 2020. 

 

 

 O teste qui-quadrado de Pearson foi realizado com o intuito de avaliar os possíveis 

níveis de diferenciação entre as amostras de indivíduos saudáveis e de indivíduos com IC, 

com base nas distribuições das frequências genotípicas de cada polimorfismo 

individualmente. Em relação às frequências genotípicas do polimorfismo rs3097 C>T, os 

resultados do teste de associação demonstraram diferença significativa entre o grupo 

controle versus o grupo de indivíduos com IC-I (p=9x10
-4

), entre o grupo controle versus 

indivíduos com IC-NI (p=0,046) e entre o total de pacientes (IC) versus grupo controle 

(p=2x10
-4

). Para os demais polimorfismos, não se evidenciou resultados estatisticamente 

significativos (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Comparação da distribuição genotípica dos polimorfismos selecionados entre os 

grupos estudados 
 

  rs3097  rs3802228  rs699 rs3789678 

  χ2df p χ2df p χ2 df p χ2df p 

IC-I x IC-NI 6,12 0,05 1,00 0,6 0,81 0,66 2,4 0,30 

IC-I x C 13,9 0,0009 2,80 0,24 0,56 0,75 1,36 0,50 

IC-NI x C 6,12 0,046 2,07 0,35 0,57 0,75 3,50 0,17 

IC x C 18,0 0,0002 2,72 0,25 0,20 0,88 1,90 0,38 

Nota:  o valor p de significância foi estimado pelo teste qui quadrado de Pearson. As análises foram 

processadas pelo software Epi Info v.7. 

Fonte:   A autora, 2020. 

 

O teste exato de Raymond e Rousset (1995) com base na distância Fst também foi 

calculado para a avaliação dos níveis de diferenciação entre os grupos. Em relação às 

frequências genotípicas observadas para o polimorfismo rs3097 C>T, os resultados foram 

significativos para a comparação entre alguns grupos, dentre os quais: controle versus IC-I 

(p=3,0x10
-3)

, controle versus IC-NI (p=1,0x10
-3

), controle versus pacientes com IC totais 

(p=2,0x10
-4

). Além disso, também foram observadas relações significativas entre as 

frequências genotípicas do polimorfismo rs3802228 A>G e alguns grupos, a saber:  

controles versus pacientes com IC-I (p=0,01) e controles versus pacientes com IC totais 

(p=0,02) (Tabela 5). 

 

Tabela 5 - Comparação da distribuição genotípica dos polimorfismos selecionados entre os 

grupos estudados 
 

  rs3097  rs3802228  rs699 rs3789678 

  Fst (df=2) p Fst (df=2) p Fst (df=2) p Fst (df=2) p 

IC-I x 

IC-NI 
0,003±0.001 0,98 -0,003±0,002  0,60 -0,001±0,005 0,69 0,0004±0,0019 0,54 

IC-I x C 0,03±0,0003 0,003 0,02±0,0004 0,01 -0,003±0,0040 0,86 0,002±0,0019 0,46 

IC-NI x 

C 
0,016±0,0001 0,001 0,006±0,001 0,12 -0,001±0,009 0,37 0,017±0,0009 0,07 

IC x C 0,034±0,0001 2x10
-4 

0,014±0,0006 0,02 0,009±0,011 0,52 0,009±0,0011 0,16 

Nota:  o valor p de significância foi estimado pelo teste exato de Raymond e Rousset (1995). A variável Fst 

representa a distância genética entre duas populações em relação a uma variável genética ou a um 

conjunto de variáveis genéticas. As análises foram processadas pelo software Arlequin 3.5.2.2. 

Fonte: A autora, 2020. 

 

 

Uma vez que foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos de IC-I e IC-NI (p<0,01, Tabela 1), em relação à ancestralidade, realizou-se o teste 
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exato com base nas distâncias Fst para estimar as probabilidades de não  diferenciação entre 

os pacientes totais do estudo, estratificados por ancestralidade. 

A Tabela 6 demonstra que não existem diferenças estatisticamente significativas 

entre pacientes de ancestralidade europeia, africana e miscigenada, quando comparados 

entre si (p>0,05), em relação às distribuições genotípicas dos quatro marcadores avaliados. 

 

Tabela 6 - Valores de probabilidade de não-diferenciação com base 

na distância genética Fst das frequências genotípicas 

dos quatro polimorfismos selecionados nas populações 

de casos estratificados por ancestralidade 
 

  IC - EUR IC - AFR IC - MIS 

IC - EUR * - - 

IC - AFR 0,08 * - 

IC - MIS 0,4 0,2 * 
Legenda:  + (diferenção significativa); e – (diferença não significativa).  

Nota:       Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com 

o teste de não diferenciação  com base na distância genética Fst. 

Fonte:      A autora, 2020. 

 

 

Similarmente, como verificou-se uma porcentagem significativamente superior de 

indivíduos do sexo masculino no grupo de casos, que do sexo feminino, realizou-se a mesma 

análise, estratificando o grupo de casos totais, em relação ao sexo. 

A Tabela 7 evidencia que não existe diferença significativa entre pacientes com IC 

do sexo masculino e do sexo feminino (p>0,05), sugerindo que o perfil genotípico dos 

quatro polimorfismos não apresenta ligação com o sexo. 

 

Tabela 7 - Valores de probabilidade de não-diferenciação com 

base na distância genética Fst das frequências 

genotípicas dos polimorfismos selecionados em 

pacientes estratificados por sexo 
 

  Pacientes homens Pacientes mulheres 

Pacientes homens * - 

Pacientes mulheres 0,8 * 

Legenda: + (diferenção significativa); e – (diferença não significativa).  

Nota:     Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo 

com o teste de não diferenciação  com base na distância genética 

Fst. 

Fonte:       A autora, 2020. 
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3.3 Testes de associação dos polimorfismos estudados 

 

 

As Tabelas 8-11 ilustram os principais resultados referentes aos testes de associação 

realizados. Os testes de associação com a IC foram realizados para os modelos de 

codominância, dominância, recessividade, sobredominância e alélico, respectivamente.  

Pode-se observar uma relação estatisticamente significativa entre as frequências genotípicas 

observadas do polimorfismo rs3097 nos grupos de casos totais versus controles (p=2,0 x 10
-

4
) (Tabela 8) e de indivíduos com IC-I versus controles (p=9,0 x 10

-4
) para o modelo de 

codominância. Em relação ao modelo de dominância, igualmente observou-se associação 

estatisticamente significativa entre casos totais versus controles (p= 3,0 x 10
-4

), pacientes 

com IC-I versus controles (p=6x10
-4

) e pacientes com IC-NI versus controles (p=9x10
-5

) 

(Tabela 8). Essas associações persistiram nos modelos de sobredominância e alélico. 

Contudo, não foram vistas relações significativas para os demais polimorfismos, em 

quaisquer dos modelos de herdabilidade adotados (p>0,05) (Tabelas 9-11). 
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Tabela 8 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs3097 C>T e resultados dos testes de associação entre os grupos 
 

rs3097 C>T C IC IC-I IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelo genético Genótipo 
n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

p p p p 

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

CC 
77  98  48  50 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(63,1%) (39,7%) (41,0%) (38,5%) 

CT 
38  127  59  68 2,0 x 10

-4
 9,0 x 10

-4
 0,046 0,92 

(31,1%) (51,4%) (50,4%) (52,3%) 2,6 (1,6-4,2) 2,8 (1,6-5,1) 2,7 (1,6-4,7) 1,1 (0,6-1,9) 

TT 
7  22  10  12 2,0 x 10

-4
 9,0 x 10

-4
 0,046 0,92 

(5,8%) (8,9%) (8,6%) (9,2%) 2,5 (1,0-6,0) 2,3 (0,8-6,9) 2,6 (1,0-7,2) 1,1 (0,4-2,9) 

Dominante 

CC 
77  98  48  50 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(63,1%) (39,7%) (41,0%) (38,5%) 

CT + TT 
35  149  69  80 3,0 x 10

-4
 6,0 x 10

-4
 9,0 x 10

-5
 0,68 

(36,9%) (60,3%) (59,0%) (61,5%) 2,6 (1,6-4,0) 2,4 (1,4-4,1) 2,7 (1,6 - 4,5) 1,1 (0,7-1,8) 

Recessivo 

TT 
7  22  10  12 0,39 0,5 0,3 0,85 

(5,8%) (8,9%) (8,6%) (9,2%) 1,4 (0,5-4,2) 1,5 (0,6-4,2) 1,7 (0,6-4,4) 1,1 (0,4-2,6) 

CT + CC 
115  225  107  118 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(94,2%) (91,1%) (91,4%) (90,8%) 

Sobredominante 

CC + TT 
84  120 58  62 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(68,8%) (48,6%) (49,6%) (47,7%) 

CT 
38  127 59  68 2,0 x 10

-4 
1,0 x 10

-3
 6,0 x 10

-4 0,77 

(31,1%) (51,4%) (50,4%) (52,3%) 2,3 (1,5-3,7) 2,56 (1,4-4,5) 2,4 (1,4-4,0) 1,1 (0,6-1,8) 

Alélico 

C 
192 323 155 168 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(79,0%) (65,0%) (66,0%) (65,0%) 

T 
52 171 79 92 2 x 10

-4 
2 x 10

-3 
5 x 10

-4 0,7 

(21,0%) (35,0%) (34,0%) (35,0%) 1,9 (1,4-2,8) 1,9 (1,2-2,8) 2,0 (1,3-3,0) 1,1 (0,7-1,5) 

Legenda: Indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Nota:      O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais modelos. 

Fonte:     A autora, 2020. 
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Tabela 9 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs3802228 A>G e resultados dos testes de associação entre os grupos 
 

rs3802228 A>G C IC IC-I IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelo genético Genótipo 
n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

p p p p 

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

GG 
31  87 48  49  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(30,4%) (38,3%) (41,0%) (38,0%) 

AG 
52  131 49  56  0,25 0,24 0,35 0,6 

(51,0%) (44,5%) (41,9%) (43,4%) 0,6 (0,4-1,1) 0,6 (0,4-1,2) 0,7 (0,4-1,3) 1,1 (0,6-1,9) 

AA 
19 19 20  24  0,25 0,24 0,35 0,6 

(5,8%) (17,2%) (17,1%) (18,6%) 0,7 (0,4-1,4) 0,6 (0,3-1,4) 0,8 (0,4-1,7) 1,1 (0,4-2,9) 

Dominante 

GG 
31  87 48  49  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(30,4%) (38,3%) (41,0%) (38,0%) 

AG + AA 
71  149  69  80  0,11 0,11 0,22 0,68 

(69,6%) (60,6%) (60,0%) (62,0%) 0,7 (0,4-1,1) 0,6 (0,4-1,1) 0,7 (0,4-1,3) 1,1 (0,7-1,8) 

Recessivo 

AA 
19 19 20  24  0,87 0,76 0,97 0,85 

(5,8%) (17,2%) (17,1%) (18,6%) 0,9 (0,5-1,7) 0,8 (0,4-1,7) 1,0 (0,5-1,9) 1,1 (0,4-2,6) 

AG + GG 
83  202  97  105  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(81,4%) (82,1%) (82,9%) (81,4%) 

Sobredominante 

GG + AA 
50  141  66  73 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(49,0%) (57,3%) (56,4%) (56,6%) 

AG 
52  131 49  56  0,16 0,27 0,4 0,77 

(51,0%) (44,5%) (41,9%) (43,4%) 0,7 (0,4-1,1) 0,7 (0,4-1,3) 0,8 (0,5-1,3) 1,1 (0,6-1,8) 

Alélico 

A 
90 193 89 72 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(44,0%) (39,0%) (38,0%) (35,0%) 

G 
114  299 145 168 0,23 0,20 0,002 0,07 

(56,0%) (61,0%) (62,0%) (65,0%) 0,8 (0,6-1,1) 0,7 (0,5-1,1) 0,5 (0,4-0,8) 1,4 (1,0-2,1) 

Legenda: Indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Nota:       O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais modelos; indivíduos 

com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Fonte:   A autora, 2020. 
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Tabela 10 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs699 A>G e resultados dos testes de associação entre os grupos 
 

rs699 A>G C IC IC-I IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelo genético Genótipo 
n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

p p p p 

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

GG 
38  76  33  43  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(31,4%) (30,6%) (28,2%) (32,8%) 

AG 
57  123  59  64  0,88 0,75 0,75 0,66 

47,1%) (49,6%) (50,4%) (48,9%) 1,1 (0,7-1,8) 1,2 (0,7-2,2) 1,0 (0,6-1,7) 1,1 (0,6-1,9) 

AA 
26  49  25  24  0,88 0,75 0,75 0,66 

(21,5%) (19,8%) (21,4%) (18,3%) 0,9 (0,5-1,7) 1,1 (0,5-2,2) 0,8 (0,4-1,7) 1,1 (0,5-2,9) 

Dominante 

GG 
38  76  33  43  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(31,4%) (30,6%) (28,2%) (32,8%) 

AG + AA 
83  172  172  88  0,97 0,58 0,80 0,68 

(68,6%) (69,4%) (69,4%) (67,2%) 1,0 (0,6-1,7) 1,2 (0,7-2,0) 0,9 (0,5-1,6) 1,1 (0,7-1,8) 

Recessivo 

AA 
26  49  25  24  0,67 0,98 0,52 0,77 

(21,5%) (19,8%) (21,4%) (18,3%) 0,9 (0,5-1,5) 0,9 (0,5-1,7) 0,8 (0,4-1,6) 1,1 (0,4-2,6) 

AG + GG 
95  199  92  92  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(78,5%) (80,2%) (78,6%) (78,6%) 

Sobredominante 

GG + AA 
65  125  107  118 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(53,7%) (50.4%) (91,5%) (90,8%) 

AG 
57  123  59  67  0,55 0,52 0,82 0,85 

47,1%) (49,6%) (50,4%) (51,1%) 1,1 (0,7-1,7) 1,2 (0,7-1,9) 1,1 (0,6-1,7) 1,1 (0,4-2,6) 

Alélico 

A 
110 221 109 112 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(45,0%) (45,0%) (47,0%) (43,0%) 

G 
132 275 125 150 0,23 0,24 0,26 0,4 

(55,0%) (55,0%) (53,0%) (57,0%) 0,9 (0,7-1,3) 1,0 (0,7-1,5) 1,2 (0,8-1,7) 1,2 (1,8-1,6) 

Legenda: Indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Nota:        O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais modelos; indivíduos 

com IC   isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Fonte:      A autora, 2020. 
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Tabela 11 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs378978 C>T e resultados dos testes de associação entre os grupos 
 

rs3789678 C>T C IC IC-I IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelo genético Genótipo 
n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

n  

(%) 

p p p p 

OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

CC 
88  152  81  71  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(72,7%) (67,7%) (69,8%) (63,4%) 

CT 
30  65  31  34  0,38 0,5 0,17 0,3 

(24,8%) (28,5%) (26,7%) (30,4%) 1,2 (0,8-2,1) 1,1 (0,6-2,0) 1,4 (0,8-2,4) 1,3 (0,7-2,3) 

TT 
3  11  4  7  0,38 0,5 0,17 0,3 

(2,5%) (4,8%) (3,5%) (6,2%) 2,1 (0,6-7,8) 1,4 (0,3-6,7) 3,2 (0,7-13,0) 2,0 (0,6-7,2) 

Dominante 

CC 
88  152  81  71  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(72,7%) (67,7%) (69,8%) (63,4%) 

CT + TT 
33  76  35  41  0,29 0,62 0,12 0,28 

(27,3%) (33,3%) (30,2%) (36,6%) 1,3 (0,8-2,2) 1,1 (0,6-2,2) 1,6 (0,9-2,8) 1,36 (0,8-2,4) 

Recessivo 

TT 
30  65  4  7  0,28 0,66 0,15 0,31 

(24,8%) (28,5%) (3,5%) (6,2%) 2,0 (0,5-7,3) 1,4 (0,3-6,4) 2,8 (0,7-11,6) 1,9 (0,5-6,6) 

CT + CC 
118  217  112  105  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(97,5%) (95,2%) (96,5%) (93,8%) 

Sobredominante 

CC + TT 
91  163  85  78  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(75,2%) (71.5%) (73,3%) (69.6%) 

CT 
30  65  31  34  0,46 0,73 0,31 0,52 

(24,8%) (28,5%) (26,7%) (30,4%) 1,2 (0,7-2,0) 1,1 (0,6-2,0) 1,4 (0,7-2,4) 1,2 (0,7-2,1) 

Alélico 

C 
206 369 193 167 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(85,0%) (81,0%) (83,0%) (78,0%) 

T 
36 87 39 47 0,16 0,56 0,05 0,16 

(15,0%) (19,0%) (17,0%) (22,0%) 1,3 (0,9-2,1) 1,1 (0,7-1,9) 1,6 (1,0-2,6) 1,4 (0,9-2,2) 

Legenda: Indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); casos totais (IC). 

Nota:       O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais modelos. 
Fonte:      A autora, 2020.
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3.4  Identificação dos perfis de AIMs-InDels 

 

 

As informações alélicas, relativas aos marcadores AIMs-InDels, de cada indivíduo 

foram processadas pelo software STRUCTURE v.2.3.4, o qual permitiu a comparação do 

perfil alélico dos indivíduos a três populações referências (africana, europeia e ameríndia). Os 

resultados das amostras caso e controle podem ser vistos nas Figuras 11 e 12, 

respectivamente. A Figura 13, por sua vez, ilustra os marcadores AIMs utilizados no presente 

estudo. 

 

Figura 11 - Perfil de ancestralidade dos indivíduos pertencentes ao grupo de pacientes com IC 
 
 

 

Legenda:    População de referência de africanos (AFR); população de referência europeia (EUR); população de 

referência de ameríndios (NAM). Os indivíduos da população de referência africana estão 

representados em vermelho; europeus em verde; ameríndios em azul; pacientes de IC isquêmica em 

amarelo; pacientes de IC não isquêmica em violeta. 

Nota:     A proximidade de cada vértice do triângulo indica o grau de similaridade com a população de 

referência.  

Fonte:       A autora, 2020. 

 

EUR 

AFR NAM 
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AFR 

Figura 12 - Perfil de ancestralidade dos indivíduos pertencentes ao grupo de indivíduos 

controles 
 

 

Legenda:    População de referência de africanos (AFR); população de referência europeia (EUR); população de 

referência de ameríndios (NAM). Os indivíduos da população de referência africana estão 

representados em vermelho; europeus em azul; ameríndios em verde; indivíduos do grupo saudável 

em amarelo. 

Nota:      A proximidade de cada vértice do triângulo indica o grau de similaridade com a população de 

referência.  

Fonte:         A autora, 2020. 

  

NAM EUR 
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Figura 13 - Eletroferograma com os marcadores AIMs-InDels 
 

 

 

 

 

Nota:   A Figura ilustra a representação dos alelos presentes nos 46 marcadores de ancestralidade 

feita pelo software GeneMapper v4.1. O eixo x representa o tamanho dos fragmentos e o y, 

a intensidade da fluorescência. As quatro linhas com picos em cores diferentes indicam o 

uso de diferentes fluorescências. As caixas em cor cinza indicam a localização de cada 

locus. Os picos indicam o alelo específico em cada locus. 

Fonte: A autora, 2020. 
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3.5  Relações de ancestralidade e polimorfismos com associação 

 

 

Para as análises posteriores foram excluídos os polimorfismos em que não se verificou 

associação significativa com a IC. O qui-quadrado de Pearson evidenciou associação 

significativa do polimorfismo rs3097 C>T, com a IC-I e IC-NI, para os modelos de 

codominância, dominância, sobredominância e alélico. Em seguida, estratificou-se os 

resultados dos testes de associação por ancestralidade para o polimorfismo rs3097 C> a fim 

de compreender se as relações com a IC persistem em cada um dos grupos de ancestralidade 

majoritária. 

 

 

3.5.1 Polimorfismo rs3097 

 

 

Verificou-se a persistência de associação significativa, em relação ao polimorfismo 

rs3097, nos grupos de indivíduos com ancestralidade europeia (EUR) e miscigenada (MIS). 

Em relação à ancestralidade europeia, os resultados foram significativos quando comparados 

os seguintes grupos: pacientes totais com IC  versus controles (p=7,0x10
-3

), pacientes com IC-

I versus controles (p=0,01) e pacientes com IC-NI versus controles (p=0,001), adotando-se 

um modelo de codominância. O modelo de dominância apresentou dados de associação 

significativos entre pacientes com IC versus controles (p=8,0x10
-4

), pacientes com IC-I versus 

controles (p=0,02) e pacientes com IC-NI versus controles (p=4,0x10
-4

). De igual modo foram 

vistas relações significativas para o modelo de sobredominância quando comparados 

pacientes totais com IC versus controles (p=0,004), pacientes com IC-I versus controles 

(p=0,01) e pacientes com IC-NI versus controles (p=0,004). O modelo alélico, por fim, 

apresentou associações significativas entre pacientes totais com IC versus controles (p=0,002) 

e entre pacientes com IC-NI versus controles (p=0,001) (Tabela 12). Não foram observados 

resultados significativos nos grupos de ancestralidade africana para quaisquer dos modelos de 

herdabilidade adotados (Tabela 13). 

Em relação à ancestralidade miscigenada, o resultado foi significativo quando 

comparados pacientes totais versus controles (p=0,02) e entre pacientes com IC-I versus 

controles (p=0,03), observando-se um modelo de codominância. O modelo de dominância, 

por sua vez, apresentou resultados significativos para a comparação entre casos totais versus 
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controles (p=0,02), além dos pacientes com IC-I versus controles (p=0,03) (Tabela 14). Os 

valores de odds ratio preveem uma chance aumentada de desenvolvimento da doença em 

todos os grupos em que se verificou associações estatisticamente significativas, tanto naqueles 

de ancestralidade majoritariamente europeia, como em miscigenados. Essa chance aumentada, 

por sua vez, pode ser atribuída à presença do alelo mutante T. 
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Tabela 12 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs3097 C>T e resultados dos testes de associação entre os grupos de 

ancestralidade europeia 
 

rs3097 (EUR) C IC IC-I  IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelos 

genéticos 
Genótipos 

n n n n p p p p 

(%) (%) (%) (%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

CC 
42 42 28 14 

1,00 1,00 1,00 1,00 
 (60,0%) (34,1%)  (39,4%) (26,9%) 

CT 
22 65 35 30 7,0x10

-3
 0,01 1x10

-3 0,04 

  (31,4%) (52,9%)  (49,3%)  (57,7%) 2,9 (1,5-5,6) 2,3 (1,2-4,9) 4,1 (1,8-9,2) 0,6 (0,3-1,3) 

TT 
6 16 8 8 7,0x10

-3
 0,01 1x10

-3
 0,18 

 (8,6%) (13,0%)  (11,3%) (26,4%) 2,7 (0,9-7,4) 2,0 (0,6-6,3) 4,0 (1,2-13,5) 0,6 (0,2-2,0) 

Dominante 

CC 
42 42 28 14 

1,00 1,00 1,00 1,00 
 (60,0%) (34,1%)  (39,4%) (26,9%) 

CT + TT 
28 81 43 38 8,0x10

-4
 0,01 4,0x10

-4
 0,17 

 (40,0%) (65,9%)  (60,6%) 3 (73,1%) 2,9 (1,6-5,3) 2,3 (1,2-4,5) 4,1 (1,9-8,8) 0,5 (0,3-1.2) 

Sobredominante 

CC + TT 
48 58 33 22 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(68,6%) (47,1%) (50,7%) (42,3%) 

CT 
22 65 35 30 0,004 0,01 0,004 0,27 

  (31,4%) (52,9%)  (49,3%)  (57,7%) 2,4 (1,3-4,5) 2,4 (1,1-5,1) 2,9 (1,4-6,2) 1,5 (0,7-3,0) 

Alélico 

C 
106 149 91 58 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(76,0 %) (61,0%) (64,0%) (56,0%) 

T 
34 97 51 46 0,002 0,03 0,001 0,18 

(24,0%) (39,0%) (36,0%) (44,0%) 2,0 (1,3-3,2) 1,7 (1,0-3,0) 2,5 (1,4-2,3) 1,4 (0,8-2,4) 

Legenda:   Indivíduos de ancestralidade europeia (EUR); indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); 

casos totais (IC).  

Nota:      O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais 

modelos. Indivíduos de ancestralidade europeia (EUR); indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos 

controles (C); casos totais (IC).  

Fonte:      A autora, 2020. 
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Tabela 13 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs3097 C>T e resultados dos testes de associação entre os grupos de 

ancestralidade africana 
 

rs3097 (AFR) C IC IC-I  IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelos 

genéticos 
Genótipos 

n n n n p p p p 

(%) (%) (%) (%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

CC 
5 15 6 9 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(71,4%) (51,7%) (54,5%) (50,0%) 

CT 
2 14   5  9  0,35 0,47 0,34 0,81 

(28,6%) (48,3%) (45,5%) (50,0%) 2,3 (0,4-14,0) 2,1 (0,3-15,7) 2,5 (0,4-16,4) 1,2 (0,26-5,4) 

TT 
0,00 0,00 0,00 0,00 - - - - 

- - - - - - - - 

Dominante 

CT + TT 
2 14 5  9  0,35 0,47 0,34 0,81 

(28,6%) (48,3%) (45,5%) (50,0%) 2,3 (0,4-14,0)
 

2,1 (0,3-15,7)
 

2,5 (0,4-16,4)
 

1,2 (0,26-5,4) 

CC 
5 15 6 9 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(71,4%) (51,7%) (54,5%) (50,0%) 

Sobredominante 

CC + TT 
5 15 6 9 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(71,4%) (51,7%) (54,5%) (50,0%) 

CT 
2 14 5  9  0,35 0,47 0,34 0,81 

(28,6%) (48,3%) (45,5%) (50,0%) 2,3 (0,4-14,0) 2,1 (0,3-15,7) 2,5 (0,4-16,4) 1,2 (0,26-5,4) 

Alélico 

C 
12 44 17 27 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(86,0%) (76,0%) (77,0%) (75,0%) 

T 
2 14 5 9 0,43 0,53 0,41 0,84 

(14,0%) (24,0%) (23,0%) (25,0%) 1,9 (0,4-9,5) 1,8 (0,3-10,6) 2,0 (0,4-10,7) 1,1 (0,3-3,9) 

Legenda:   Indivíduos de ancestralidade africana (AFR); indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); 

casos totais (IC). 

Nota:      O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais 

modelos.  

Fonte:       A autora, 2020. 
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Tabela 14 - Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo rs3097 C>T e resultados dos testes de associação entre os grupos de 

ancestralidade miscigenada 

 

rs3097 (MIS) C IC IC-I  IC-NI IC vs C IC-I vs C IC-NI vs C IC-I vs IC-NI 

Modelos 

genéticos 
Genótipos 

n n n n p p p p 

(%) (%) (%) (%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) OR (IC 95%) 

Codominante 

CC 
29  34 12  22  

1,00 1,00 1,00 1,00 
(65,9%) (43,6%) (38,7%) (46,8%) 

CT 
14 40 17 23  0,02 0,03 0,08 0,52 

(31,8%) (51,3%) (54,8%) (48,9%) 2,4 (1,1-5,3) 2,9 (1,1-7,8) 2,1 (0,9-5,1) 0,7 (0,3-1,9) 

TT 
1  4 2  2  0,02 0,03 0,08 0,52 

(2,3%) (5,1%) (6,5%) (4,3%) 3,4 (0,4-32,3) 4,8 (0,4-58,4) 2,6 (0,2-31,0) 0,5 (0,1-4,4) 

 
CC 

29  34 12  22  
1,00 1,00 1,00 1,00 

Dominante 

(65,9%) (43,6%) (38,7%) (46,8%) 

CT + TT 
15  44 19  25  0,02 0,02 0,06 0,48 

(34,1%) (56,4%) (61,3%) (53,2%) 2,5 (1,2-5,4) 3,0 (1,2-7,9) 2,2 (0,9-5,1) 0,7 (0,3-1,8) 

Sobredominante 

CC + TT 
30 38 14 24 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(68,2%) (48,7%) (45,8%) (51,1%) 

CT 
14 40 17 23  0,04 0,04 0,09 0,61 

(31,8%) (51,3%) (54,8%) (48,9%) 2,2 (1,0-4,9) 2,6 (1,0-6,7) 2,0 (0,9-4,8) 0,8 (0,3-2,0) 

Alélico 

C 
72 108 41 67 

1,00 1,00 1,00 1,00 
(82,0%) (69,0%) (66,0%) (71,0%) 

T 
16 48 21 27 0,03 0,03 0,09 0,49 

(18,0%) (31,0%) (34,0%) (29,0%) 2,0 (1,0-3,8) 2,3 (1,1-4,9) 1,8 (0,9-3,6) 0,8 (0,4-1,6) 

Legenda: Indivíduos de ancestralidade miscigenada (MIS); indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles 

(C); casos totais (IC). 

Nota:     O valor p de significância foi calculado teste qui-quadrado de Pearson para o modelo de codominância e pelo teste exato de Fisher para os demais modelos. 

Indivíduos de ancestralidade miscigenada (MIS); indivíduos com IC isquêmica (IC-I); indivíduos com IC não isquêmica (IC-NI); indivíduos controles (C); 

casos totais (IC). 

Fonte:    A autora, 2020. 
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3.5.1.1 Associações do polimorfismo rs3097 com a gravidade da IC e com o índice de óbitos 

 

 

O teste qui-quadrado de Pearson foi novamente realizado para averiguar possível 

associação deste polimorfismo com a gravidade da doença, independentemente da etiologia. 

Não se verificou associação do alelo T com as formas graves e não graves da IC (p > 0,05) 

(Tabela 15). Categorizou-se como pacientes graves aqueles com FE inferior a 40%. Os 

demais foram classificados como “não graves”. Essa categorização foi feita para que fosse 

possível estimar o valor de odds ratio. O mesmo teste foi aplicado para o índice de óbitos e 

igualmente não foi possível visualizar resultado significativo (p > 0,05) (Tabela 16). 

 

Tabela 15 - Associação do alelo T do polimorfismo rs3097 com as 

formas graves e não graves da IC 
 

GRAVIDADE  

RS3097 GRAVE NÃO GRAVE p OR (95% IC) 

CC 68 (41,7%) 28 (35,0%) 
0,33 1,3 (0,7 - 2,3) 

CT + TT 95 (58,3%) 52 (65,0%) 

Nota:  O valor p de significância foi calculado pelo exato de Fisher.  

Fonte: A autora, 2020. 

 

 

Tabela 16 - Associação do alelo T do polimorfismo rs3097 com o 

índice de óbitos entre os pacientes 
 

ÓBITO 

RS3097 SIM NÃO p OR (95% IC) 

CC 35 (34,3%) 39 (41,5%) 
0,3 0,73 (0,4 - 1,3) 

CT + TT 67 (65,7%) 55 (58,5%) 

Nota:  O valor p de significância foi calculado pelo exato de Fisher. 

Fonte: A autora, 2020. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Os polimorfismos genéticos são alvos frequentes de estudos de associação a inúmeras 

doenças e os relatos daqueles envolvendo a IC estão aumentando na literatura gradativamente. 

(FEOLA et al., 2017; MARTINELLI et al., 2012; MCNAMARA et al., 2003, 2009; TARDIN 

et al., 2013; VELLOSO et al., 2010). Os elementos da via renina-angiotensina-aldosterona 

são um dos principais alvos de estudos de associação envolvendo doenças cardiovasculares e 

isso se deve sobretudo ao seu papel essencial na regulação da pressão arterial, através da 

manutenção da homeostase do sódio, da água e do tônus vascular (RIGATTO et al. 2004).  

No âmbito do SRAA, a aldosterona é o mediador final da via, que ao interagir com 

receptores específicos nos túbulos renais distais do néfron promove a reabsorção do sódio e 

da água, aumentando o tônus vascular e a pressão hidroeletrolítica (RUSTER; WOLF, 2006) 

Porém, já foi estabelecido que a aldosterona também possui atividades extra renais, tendo este 

hormônio correlação direta com inúmeros processos patológicos, presentes na IC, como por 

exemplo a fibrose cardíaca (HOROWITZ, 2004; ROULEAU et al., 1994; WEBER, 2001). 

Portanto, sabendo de sua importância nesse sistema complexo, este hormônio tem ganhado 

notoriedade em estudos genéticos de associação com doenças de origem cardiovascular. 

A aldosterona sintase, por sua vez, é uma enzima responsável pela etapa final de 

biossíntese da aldosterona e já existem estudos que conseguiram associar SNPs presentes no 

gene que codifica essa enzima (CYP11B2) com doenças cardiovasculares. O SNP mais 

consagrado é o - 344C>T por exemplo (CHOU et al., 2016; KUPARI et al., 1998; 

KURLAND et al., 2002).  Existem estudos, ainda, que correlacionaram polimorfismos 

genéticos presentes neste gene com o aumento da pressão arterial em populações multiétnicas 

(BARBATTO et al., 2004), com o aumento do ventrículo direito (KUPARI et al., 2008) e 

com o aumento da fibrilação atrial em pacientes portadores de IC (AMIR et al., 2008). 

Além da aldosterona, outro elemento muito explorado é o angiotensinogênio. Este é 

um peptídeo sintetizado no fígado que atua como substrato da renina para a síntese de 

angiotensina I. E, existem estudos que correlacionaram SNPs presentes no gene que o 

codifica, com a hipertensão arterial (FANG et al., 2010; WATKINS et al., 2010) e com a 

hipertensão gestacional, por exemplo (XUN et al., 2016). 

Portanto, é possível perceber que muitas doenças podem ser o reflexo de vários fatores 

genéticos e ambientais que interagem entre si. E no âmbito genético, especificamente, 
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observa-se a atuação de polimorfismos genéticos como marcadores ou fatores de risco para o 

desenvolvimento de uma determinada patologia.  

Tendo em vista esse fator, atualmente o uso e aperfeiçoamento de técnicas de 

modelagem molecular tem sido bastante uteis e promissoras em prever quais variantes 

polimórficas são capazes de gerar alguma alteração na conformação e na expressão de 

proteínas nativas. Dentro desse cenário, tem-se por exemplo o estudo de JIA et al. (2014) que 

indicou alterações significativas, ocasionadas por determinados polimorfismos, sobre a 

estrutura e a síntese da aldosterona sintase, abrindo caminhos, portanto, para o 

desenvolvimento de estudos de associação, que poderão prever se essas alterações podem de 

fato exercer algum  impacto significativo na clínica. Além do trabalho de Jia et al. (2014), há 

o trabalho de Tiffin et al. (2010), que também contou com o auxílio dessas ferramentas 

computacionais para identificar genes e variantes genéticas que podem ter alguma relação 

com a hipertensão associada ao consumo de sal.  

O estudo de Jia et al. (2014) apontou um conjunto de polimorfismos com efeito 

possivelmente deletério. No entanto, desse conjunto apenas o rs3097 C>T exibiu alguma 

possibilidade de associação com a IC em nosso trabalho. Os polimorfismos rs72554626, 

rs5317, rs146655862 e rs5315, que foram vistos por Jia et al. (2014) como fortes candidatos a 

fatores de risco no desenvolvimento de doenças de origem cardiovascular, apresentaram um 

comportamento monomórfico em nosso estudo. Isso sugere que eles não são suficientemente 

polimórficos, talvez por uma questão de seleção natural. Essas variantes previstas por Jia et 

al. (2014) e que tiveram uma elevada associação deletéria, talvez possam influenciar no 

aparecimento de condições que promovam, por exemplo uma menor sobrevida no grupo de 

indivíduos em que essas variantes deletérias são encontradas. Mas essa hipótese precisa ser 

testada em estudos futuros. 
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4.1 Dados demográficos e clínicos das amostras 

 

 

As médias de idade foram estatisticamente distintas entre os pacientes com IC e 

indivíduos controles (p<0,05) (Tabela 1). A chance de seleção de amostras com características 

diferentes quanto à idade diminuir as associações observadas no estudo é improvável, uma 

vez que o número de internações por IC é maior na faixa etária de 50 a 69 anos e o percentual 

de indivíduos da população do Estado do Rio de Janeiro que foram internados é de apenas 

0,32%, segundo dados do IBGE e do DATASUS (2014). Isso sugere que existe uma 

probabilidade ínfima de associações espúrias entre as amostras utilizadas nesse estudo. Outro 

fato não menos importante, e que deve ser levado em consideração, é a comprovada maior 

incidência da IC em idades mais avançadas (JUGDUTT, 2010). 

A média de idade no momento do diagnóstico também variou entre pacientes com IC-I 

e IC-NI e essa diferença foi estatisticamente significativa (IC-I=54,6 ± 10,6 versus IC-

NI=49,5 ± 13,9, p<0,05) (Tabela 1). Isso sugere que a IC-I talvez seja diagnosticada mais 

tardiamente na vida dos indivíduos afetados que a IC-NI. Bui, Horwich e Fonarow (2011) 

demonstraram que a incidência de IC-I aumenta consideravelmente com a idade, sendo mais 

incidente em idades mais avançadas. Ziaeian e Fonarow (2016) também indicaram essa 

relação direta da idade com a IC em geral. 

Paralelamente, o tempo (em anos) de convivência com a IC desde o momento do 

diagnóstico foi significativamente maior em indivíduos com IC-NI que naqueles com IC-I, no 

presente estudo (IC-NI=18,7 ± 5,8 versus IC-I=12,9 ± 2,8, p<0,01) (Tabela 1). Esse resultado 

está de acordo com a revisão de Follath (1999), que previu um melhor prognóstico, assim 

como uma menor mortalidade em pacientes acometidos com IC-NI, quando comparados com 

aqueles com IC-I. Contudo, não se observou diferenças estatisticamente significativas 

relativas ao índice de óbitos e da gravidade da doença entre os grupos de pacientes em nosso 

estudo. A gravidade foi categorizada de acordo com a FE ventricular. Pacientes com FE < 

30% foram classificados como acometidos por IC grave, aqueles com 30%<FE<40% foram 

categorizados como acometidos por IC moderada e por fim, aqueles com FE>40%, foram 

definidos como pacientes portadores de IC leve. Para fins de cálculo de odds ratio, obtidos 

nos testes de associação realizados posteriormente, ajustamos essa classificação de forma a 

obter apenas dois grupos de pacientes: graves versus não graves. Dessa forma, foi possível 

elucidar se existe um risco relativo associado com algum polimorfismo para o 

desenvolvimento de formas mais graves da doença. 
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Em relação à presença de comorbidades, não foram observadas diferenças relevantes 

entre os grupos de pacientes quando analisada a ocorrência de HAS. Uma vez que apenas 

indivíduos sem HAS, foram selecionados para compor o grupo controle, não se realizou testes 

estatísticos comparando os grupos de casos e controle. Por outro lado, houve diferenças 

significativas em relação à presença de dislipidemia. Observou-se que os indivíduos com IC-I 

exibiram um perfil de dislipidemia mais acentuado que os não isquêmicos. Esse dado 

concorda com o estudo de Lourenço et al. (2011) que também previu uma maior incidência de 

dislipidemia, dentre outras comorbidades em indivíduos com IC-I. O mesmo estudo não viu 

diferenças estatisticamente significativas em relação à FE e esse resultado também coincide 

com o observado em nosso trabalho. A maior observância de casos de dislipidemia no grupo 

isquêmico pode ser esperada, devido à etiologia da doença e ao risco comprovadamente 

aumentado de indivíduos com dislipidemias sofrerem um quadro de IC isquêmica 

(JEPPESEN et al, 1997).  

Houve uma maior incidência de indivíduos do sexo masculino nas amostras de 

pacientes com IC tanto isquêmica (75,21%) como não isquêmica (58,02%), enquanto na 

população de indivíduos controles se observou incidência maior de mulheres (58,2%) 

(p<0,05) (Tabela 1). Esses dados são compatíveis com o perfil da população saudável geral do 

estado do Rio de Janeiro em que as mulheres representam 52,7% desta população, segundo o 

IBGE (2010). Paralelamente, a prevalência de homens nos grupos de pacientes corrobora 

dados da literatura que preveem uma maior incidência de IC em indivíduos do sexo masculino 

(STROMBERG; MARTENSSON, 2003). 

Os dados de equilíbrio de Hardy-Weinberg são importantes porque indicam se a 

população estudada está em equilíbrio gênico. Essa variante indica por exemplo, se os 

polimorfismos estudados estão sendo afetados por fatores evolutivos. Caso as frequências 

genotípicas estejam fora do equilíbrio esperado, os resultados dos testes de associação 

poderiam ser o reflexo dessa pressão evolutiva natural. Contudo, todos os polimorfismos 

incluídos no presente estudo estão em equilíbrio gênico (Tabela 2). Apenas o rs3802228 

encontrou-se fora do equilíbrio de HW para o grupo controle, de acordo com os resultados 

fornecidos pelo software Arlequin. Porém, o valor “p” tangenciou o limite de 5% esperado. 

Além disso, ao aplicarmos o teste qui-quadrado de Pearson pela ferramenta SNPStats não se 

reproduziu esse mesmo resultado, viabilizando descartar a hipótese de desequilíbrio. 
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4.2 Comparação dos perfis genotípicos e de ancestralidade entre as populações estudas 

 

 

O software Arlequin foi utilizado para o cálculo dos valores “p” de não diferenciação 

entre duas ou mais populações específicas, a partir da comparação das frequências alélicas 

dos polimorfismos rs3097, rs3802228, rs699 e rs3802228. Os resultados foram positivos para 

a comparação entre controles versus pacientes com IC-I (p= 0,003) e controles versus 

pacientes com IC-NI (p= 0,001). Porém, a mesma diferença não foi observada entre os grupos 

de IC-I e IC-NI (p= 0,53) (Tabela 3). Isso sugere, portanto, que existe uma diferença 

significativa no perfil genotípico desses marcadores entre a população de casos e controles, 

que pode ou não, ter alguma relação com o fenótipo da doença e que, por fim, em termos 

desses marcadores, os indivíduos isquêmicos e não isquêmicos não diferem entre si. 

 É possível observar na Tabela 1 que existe uma maior prevalência de indivíduos com 

ancestralidade europeia nas populações de casos e controles. Esse fator está em sincronia com 

o estudo de Manta et al. (2013) e Santos et al. (2010), os quais demonstraram que a população 

do Rio de Janeiro é composta por uma maior proporção de indivíduos com ancestralidade 

europeia. Apesar disso, é nítido um percentual mais elevado de indivíduos com ancestralidade 

africana e miscigenada nos grupos de pacientes com IC de etiologia não isquêmica. A maior 

observância de indivíduos com ancestralidade africana nesse grupo, em relação aos controles 

corrobora os resultados de Bahami et al. (2008) que indicaram um risco aumentado de 

afrodescendentes no desenvolvimento de insuficiência cardíaca congestiva, quando 

comparados a outros grupos étnicos. Além disso, outro estudo também demonstrou que 

indivíduos afrodescendentes possuem maiores chances de desenvolver hipertensão (LIU et 

al., 2014).  

Contudo, a associação mais forte de doenças cardiovasculares com indivíduos 

afrodescendentes pode ser decorrente de outras variáveis como por exemplo a variante social, 

uma vez que a maior parte dos indivíduos com baixa renda econômica é composta pela 

população negra e miscigenada, que não possui as mesmas condições de acesso a programas 

assistenciais de saúde e de prevenção de doenças. Todavia, apesar do grande fator social, os 

resultados disponíveis neste estudo e na literatura não devem ser menosprezados. 

O teste qui-quadrado de Pearson permitiu a observação de resultados significativos, 

em relação ao polimorfismo rs3097. As relações de maior significância foram vistas entre 

controles versus pacientes com IC-I (p=0,0009) e entre casos versus controles totais 
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(p=0,0002). Contudo, também foram observadas diferenças, apesar de menos significativas, 

entre controles versus pacientes com IC-NI (p=0,046) (Tabela 4). 

O teste exato e os valores de Fst, por sua vez, reforçaram os resultados do qui-

quadrado em relação ao polimorfismo rs3097. Em relação a estes testes os resultados foram 

significativos quando comparados pacientes com IC-I versus controles (p=0,003), pacientes 

com IC-NI versus controles (p=0,001) e entre casos versus controles totais (p=2x10
-4

). Além 

do rs3097, o teste exato também previu um certo nível de associação significativa em relação 

ao rs3802228 e alguns grupos, a saber: pacientes com IC-I versus controles (p=0,01) e 

pacientes totais versus controles totais (p=0,02) (Tabela 5). 

A soma dos dados fornecidos por estes dois testes estatísticos direcionou as análises 

subsequentes para o estudo de possíveis associações dos polimorfismos rs3097 e rs3802228 

com os grupos de casos e controles. Interessantemente, ambos os polimorfismos pertencem ao 

gene da aldosterona sintase, evidenciando a importância deste gene para a manutenção da 

homeostase cardiovascular. Não foram verificadas associações em relação aos polimorfismos 

do gene codificador do angiotensinogênio. 

 

 

4.3 Frequências do polimorfismo rs3097 C>T e suas associações com a IC  

 

 

Os resultados da análise do polimorfismo rs3097 indicaram uma frequência genotípica 

do homozigoto selvagem (CC) significativamente maior em indivíduos controles (63,1%) que 

em pacientes portadores de IC-I (41,0%) e IC-NI (38,5%). De igual modo o valor p também 

revelou uma associação significativa desse polimorfismo em relação a casos gerais versus 

controles, pacientes com IC-I versus controles e pacientes com IC-NI versus controles, para 

todos os modelos de herdabilidade adotados, com exceção do modelo de recessividade 

(Tabela 8). Esses dados indicam uma forte associação do alelo T, que é o alelo mutante, com 

a IC.  

Contudo, sabendo-se da elevada miscigenação da população brasileira, também foram 

feitos testes estatísticos estratificando estes resultados de acordo com a ancestralidade 

mensurada para cada indivíduo. Os resultados dessa estratificação, por sua vez, indicaram 

uma maior prevalência do alelo T em indivíduos de ancestralidade europeia (Tabela 12), o 

que coincide com os dados de frequência populacional do “The Single Nucleotide 

Polymorphism Database” (ddSNP)”, que prevê uma prevalência do alelo T em europeus em 
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relação aos demais grupos étnicos. Consequentemente, o resultado significativo observado no 

grupo de indivíduos com ancestralidade majoritariamente europeia, poderia ser fruto de 

estratificações populacionais, ocasionadas por diferentes padrões de migração entre povos de 

ancestralidade distinta ao longo do tempo.  

Esta diferença significativa entre amostras de pacientes e controles sugere um modelo 

de codominância, dominância, sobredominância ou alélico em que a presença do alelo T no 

polimorfismo rs3097 C>T do gene CYP11B2 esteja associada a uma chance mais elevada de 

desenvolvimento da IC na população brasileira. O teste de odds ratio calculado para todas as 

associações realizadas grupo a grupo, permitiu a constatação de uma chance aumentada de 

desenvolvimento da IC em geral.  

 

 

4.4  Impactos do polimorfismo rs3097 C>T na IC 

 

 

Ainda não existem estudos que expliquem os mecanismos envolvidos na correlação 

existente entre o polimorfismo rs3097 C>T e a IC. Contudo, sabe-se que este SNP está 

presente na região 3’UTR do mRNA. Tanto as regiões 5’ e 3’ são responsáveis pela regulação 

do mRNA e consequentemente em uma maior ou menor expressão gênica. Jia et al. (2014) 

sugeriram, por meio de ferramentas de modelagem computacional que o polimorfismo rs3097 

C>T poderia alterar os sítios de ligação à micro RNAs (miRNAs) na sequência do RNAm. 

Os miRNAS podem promover a repressão da tradução ou a degradação do mRNA 

(REINHART et al., 2002). Quando um miRNA pareia com o seu mRNA cognato, e passa a 

compor o RISC, um complexo proteico cujo principal componente é uma endonuclease, induz 

esse complexo RISC a clivar o mRNA, impedindo, portanto, o seu reconhecimento pelos 

ribossomos e consequente tradução. Dessa forma, é possível imaginar que a presença de 

polimorfismos nessas regiões UTR podem tanto criar sítios de ligação a miRNAs como 

extinguir sítios outrora existentes (GREGORY; SHIEKHATTAR, 2005). 

As ferramentas computacionais utilizadas por Jia e et al. (2014) não esclareceram se 

esse SNP é capaz de criar ou extinguir sítios de ligação específicos a miRNAs, mas em 

qualquer uma das hipóteses o impacto na biossíntese da aldosterona sintase estaria 

estabelecido. Uma vez que já está bem esclarecido que a aldosterona quando secretada em 

níveis anormais aos limites fisiológicos pode gerar inúmeras alterações fisiopatológicas no 

sistema cardiovascular, pode-se sugerir, portanto, que esse polimorfismo poderia estar 
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influenciando em uma maior secreção da aldosterona circulante nesses pacientes com IC. 

Contudo, essa hipótese ainda precisa ser testada em estudos futuros. 

O rs3097 C>T também já foi correlacionado com o aumento da espessura do músculo 

cardíaco (MAYOSI et al., 2003). Além disso, Jia et al (2014) previram que o rs3097 C>T 

possivelmente é capaz de alterar sítios de ligação do hsa-miR-299–3p no RNA mensageiro. 

Este miRNA, em especial, foi associado com a modulação da senescência em células 

endoteliais por Jong et al (2013). Outro estudo também previu o aumento da expressão de um 

conjunto de miRNAs em pacientes com IC, e dentre estes encontra-se o hsa-miR-299–3p, 

indicando que existe uma elevada possibilidade de esse miRNA ter alguma relação com o 

desenvolvimento da IC (CAKMAK et al., 2015).    

Em síntese, até o presente momento não existem estudos que se propuseram a 

caracterizar as frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos da aldosterona sintase 

incluídos em nosso trabalho na população brasileira e tampouco, associá-los com a IC. Por 

isso, acredita-se que o impacto do presente estudo esteja no pioneirismo evidenciado na 

caracterização desses polimorfismos na população do Rio de Janeiro e em suas relações com a 

ancestralidade e com o desfecho de IC. 
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CONCLUSÕES 

 

 

Os dados apresentados no presente estudo, nos permitem concluir que: 

 

 

a) as frequências do polimorfismo rs3097 C>T presente no gene CYP11B2 

variaram entre as amostras de casos e controles conforme seu padrão de 

ancestralidade, sendo o alelo T e o genótipo TT mais prevalente em 

indivíduos com predominância de ancestralidade europeia; 

b) foi constatada uma associação do alelo T do polimorfismo rs3097 C>T 

estatisticamente significativa com a IC-I e IC-NI, mais especificamente em 

indivíduos com ancestralidade com predominância europeia; 

c) em relação aos demais polimorfismos, não foram encontrados resultados 

estatisticamente significativos que pudessem sugerir uma associação com a 

IC isquêmica ou não isquêmica. 

 

Este trabalho contribuiu para a caracterização dos polimorfismos rs3097 C>T, 

rs3802228 A>G, rs699 A>G e rs3789678 C>T na população do estado do Rio de Janeiro, e 

para a associação destes polimorfismos com a IC, contando com o auxílio de ferramentas 

moleculares de ancestralidade para a eliminação de associações espúrias. 

Os resultados evidenciaram associações sugestivas do polimorfismo rs3097 C>T, 

presente no gene da aldosterona sintase, com o quadro de IC, seja isquêmica ou não 

isquêmica. Portanto, as perspectivas futuras para este trabalho é a inclusão de novos 

polimorfismos deste gene e de outros genes que possam estar relacionados com os 

mecanismos fisiopatológicos desencadeantes da IC e de outras alterações cardiovasculares, 

em estudos futuros de associação. 
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ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  
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